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In dieser Arbeit wurden nanostrukturierte Oberflächen durch Immobilisierung von Gold- 
und Silbernanopartikeln mit Organosilanen hergestellt und bezüglich ihrer Eigenschaften 
als Substrate für die oberflächenverstärkte Raman-Streuung (Surface-enhanced Raman 
scattering, SERS) untersucht. In Experimenten zum Einfluss von Partikelgröße und 
-anordnung auf die plasmonischen Eigenschaften wurden wesentliche Erkenntnisse für 
die Optimierung SERS-aktiver Nanostrukturen gewonnen. Insbesondere wurde die 
Größenabhängigkeit des elektromagnetischen Beitrags zur SERS-Verstärkung von 
Goldnanopartikeln erstmalig experimentell bestimmt. Durch Kombination experimen-
teller Untersuchungen, unter Verwendung von spektroskopischen und bildgebenden Ver-
fahren, mit elektrodynamischen Simulationen der lokalen Felder, wurden Zusammen-
hänge zwischen den plasmonischen und nanoskopischen Eigenschaften von Partikeln auf 
Oberflächen und ihren SERS-Eigenschaften hergestellt. 
Die nanostrukturierten Oberflächen weisen hohe und über einen weiten Analyt-
konzentrationsbereich stabile Verstärkungsfakoren bei hoher mikroskopischer Homo-
genität der Verstärkung auf. Dies unterscheidet sie von Nanopartikeln in Lösung, bei 
denen eine Abhängigkeit des Verstärkungsfaktors von der Analytkonzentration beobachtet 
wurde, und macht sie zu geeigneten Substraten für quantitative Anwendungen von SERS. 
Aufgrund der hohen Stabilität der organosilan-immobilisierten Nanopartikel ist eine 
gezielte Funktionalisierung der Oberflächen möglich. Das Potenzial der nano-
strukturierten Oberflächen für den Einsatz in analytischen Fragestellungen wurde anhand 
mehrerer Anwendungen gezeigt. Signalschwankungen, die bei der Detektion komplexer 
Analytgemische auftreten können, werden durch die Immobilisierung der Nanostrukturen 
deutlich reduziert. Damit wird die Anwendung multivariater Analysemethoden für eine 
automatisierte Klassifizierung und Identifizierung in Molekülgemischen, aber auch 
Multiplexing und Bildgebung, anhand von SERS-Spektren ermöglicht. 
Durch simultane Immobilisierung von Gold- mit Silbernanopartikeln und Gold- mit 
Platinnanopartikeln unter Verwendung desselben Linkermoleküls wurden erstmalig Ober-
flächen mit definierten plasmonischen und funktionellen Eigenschaften schnell, kosten-
günstig und reproduzierbar erzeugt. Diese neuartigen Mischsubstrate wurden in der 
Verfolgung katalytischer Reaktionen eingesetzt. Damit konnten zum ersten Mal die 
Reaktionskonstanten solcher Reaktionen mittels SERS bestimmt werden. 
Die Ergebnisse der Arbeit legen einen breiten Einsatz der plasmonischen nanostruk-
turierten Oberflächen in der Zukunft nahe. Dieser reicht von Untersuchungen in der Kata-
lyseforschung über mikroskopische Anwendungen von SERS bis zur Verwendung in der 




Within this work nanostructured surfaces were generated by immobilization of gold and 
silver nanoparticles with organosilanes and characterized regarding to their suitability as 
substrates for Surface-enhanced Raman scattering (SERS). Essential knowledge for the 
optimization of SERS-active nanostructures could be found by experimental invest-
igations on the influence of particle size and assembly on the plasmonic properties. In 
particular, the effect of the size of the gold nanoparticles on the electromagnetic 
contribution to the SERS enhancement could be investigated experimentally for the first 
time. Through combined experimental investigations, including spectroscopic and 
imaging techniques, and electrodynamic simulations of local fields, the plasmonic and 
nanoscopic properties of particles on surfaces were related to their SERS-properties. 
The nanostructured surfaces exhibit high and, over a wide range of analyte concentration, 
stable enhancement factors with high microscopic homogeneity. This is in contrast to 
nanoparticles in solution where a dependence of the enhancement factor on the analyte 
concentration was observed. Therefore immobilized nanostructures are suitable substrates 
for quantitative SERS. Due to the high stability the organosilane immobilized nano-
particles can be specifically functionalized. The potential for the use of the nanostructured 
surfaces in analytical problems was shown in various applications. Signal fluctuations 
that can occur in the detection of complex analyte mixtures can be significantly reduced 
by immobilization of the nanoparticles. This offers the possibility to use multivariate 
statistical methods for automated classification and identification of molecule mixtures 
but also for multiplexing and imaging by SERS. 
Simultaneous immobilization of gold and silver nanoparticles and gold and platinum 
nanoparticles using the same linker molecule allowed for the first time to generate 
surfaces with defined plasmonic and functional properties with low cost and high 
reproducibility. These new mix and match-substrates were used to follow catalytic 
reactions and determine reaction constants of such reactions for the first time using SERS. 
The outcome of this work suggests a wide range of applications of plasmonic 
nanostructured surfaces in the future. This includes the investigation of catalysis, 
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1. Motivation und Zielstellung 
Aufgrund ihrer besonderen optischen und elektronischen Eigenschaften finden Metall-
nanostrukturen in vielen Bereichen wie Optik, Photonik, Bildgebung[1,2], aber auch in der 
Katalyse[3,4] und der Datenspeicherung Anwendung. Die optischen Eigenschaften von 
Gold- und Silbernanopartikeln zeichnen sich durch eine intensive Lichtabsorption im 
sichtbaren Spektralbereich aus, die auf kollektiven Schwingungen der Leitungsband-
elektronen bei Wechselwirkung mit einem elektromagentischen Feld beruhen. Diese 
kollektiven Schwingungen werden als Plasmonen bezeichnet. 
Die Anregung der Plasmonen führt zu einer Resonanzverstärkung des elektro-
magnetischen Feldes in der Nähe der Nanostrukturen, wodurch sehr hohe lokale Felder 
entstehen können[5,6,7]. Der wohl beeindruckendste Effekt, der sich aus diesen hohen 
lokalen Feldern ergibt, ist die oberflächenverstärkte Raman-Streuung (Surface-enhanced 
Raman scattering, SERS)[8,9]. In SERS-Experimenten können Verstärkungen von Raman-
Signalen der Moleküle, die sich in der Nähe von Metallnanostrukturen befinden, um bis 
zu 14 Größenordnungen beobachtet werden[10]. SERS ermöglicht eine nicht-invasive 
Gewinnung molekülspezifischer Informationen mit einer hohen Empfindlichkeit und eine 
schnelle und empfindliche Detektion von Analytmolekülen und komplexen Analyt-
gemischen, wie sie z.B. in biologischen Systemen auftreten[11,12,13]. Die Anwendung von 
SERS in bioanalytischen und medizinischen Fragestellungen hat daher in den letzten 
Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen[11,12,13,14,15]. 
Die Verstärkung der Raman-Signale hängt von den plasmonischen und morphologischen 
Eigenschaften der Partikel, wie Größe, Form und Polydispersität, sowie deren Aggre-
gationsverhalten ab[16,17,18,19]. Eine Voraussetzung für die Nutzung von SERS in der 
Analytik ist die Verwendung stabiler, reproduzierbarer und gut charakterisierter Nano-
strukturen, die einfach herzustellen sind, sodass sie bei Bedarf direkt im analytischen 
Labor erzeugt werden können. 
Aufgrund ihrer günstigen physikochemischen Eigenschaften werden überwiegend Gold- 
und Silbernanostrukturen als sogenannte SERS-Substrate verwendet[8,20,21,22]. Häufig 
befinden sich die Nanostrukturen in Lösung oder sind Bestandteil nanostrukturierter 
Oberflächen[20,23]. 
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Bei den Nanostrukturen in Lösung handelt es sich meist um sphärische Gold- und Silber-
nanopartikel im Größenbereich von 10-100 nm[6,24]. In den letzten Jahren wurden 
zunehmend gezielt andere Formen, wie Stäbchen, Würfel oder Dreiecke hergestellt und 
als SERS-Substrate getestet[25,26,27]. Nanopartikel in Lösung bieten die Vorteile einer 
einfachen, kostengünstigen und reproduzierbaren Synthese. Sie weisen gute SERS-
Verstärkungen auf und können leicht in biologische Systeme, wie z.B. Zellen[28,29,30], 
eingebracht werden. Der Nachteil von Nanopartikeln in Lösung ist ihre Instabilität gegen-
über der Zugabe von Analytmolekülen. Die Stabilisierung der Nanopartikel erfolgt in der 
Regel über eine elektrische Doppelschicht an der Nanopartikeloberfläche, die zu einer 
Abstoßung der Partikel führt[31,32]. Bei Zugabe eines Analytmoleküls wird die elektrische 
Doppelschicht verändert und es kann zu einer Aggregation der Nanopartikel[19,33] 
kommen. In den Aggregaten treten sehr hohe lokale Felder auf[10,34], deren Intensität von 
der Größe und Form der Aggregate abhängt[35,36]. Durch Brownsche Molekularbewegung 
der Partikel im Fokusvolumen während des Raman-Experiments kommt es zu Signal-
fluktuationen bzw. auf Oberflächen zu einer inhomogenen Verteilung der Verstärkung. 
Die Aggregation der Nanopartikel kann auch zu deren Sedimentation führen, sodass die 
Partikel dann als solche nicht mehr im Experiment zur Verfügung stehen[37]. Quantitative 
Messungen ohne Anwendung eines internen Standards sind aufgrund der starken Signal-
veränderungen nicht möglich. 
Im Gegensatz dazu zeigen flächige SERS-Substrate, d.h. nanostrukturierte Oberflächen 
dieses Problem nicht. Desweiteren können die meisten flächigen Substrate leicht 
funktionalisiert werden, was die Untersuchung von Reaktionsverläufen und eine selektive 
Anbindung von Analytmolekülen ermöglicht[38,39,40]. Die ersten flächigen SERS-Substrate 
waren aufgeraute Elektrodenoberflächen[41] und Inselfilme[42]. Diese zeigen jedoch eine 
schlechte Reproduzierbarkeit bezogen auf ihre Herstellung. Eine Methode, bei der sowohl 
die Größe als auch die Form der Partikel mit hoher Reproduzierbarkeit eingestellt werden 
kann, ist die Nanolithographie[43,44]. Allerdings sind nanolithographische Verfahren  sehr 
aufwändig und kostenintensiv. Eine weitere Möglichkeit zur Anordnung von Nano-
partikeln ist ihre Einbettung in eine Matrix, z.B. in ein Sol-Gel[45], Glas[46] oder in ein 
Polymer[47]. Bei diesen Substraten besteht jedoch das Problem, dass die Nanopartikel 
nicht einfach nachträglich funktionalisiert werden können und ihre Stabilität sehr 
begrenzt sein kann[48]. 
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Ein vielversprechender Ansatz für die Herstellung nanostrukturierter, plasmonischer 
Oberflächen ist die Anordnung von Nanopartikeln auf Glasoberflächen mittels Organo-
silanen[49,50] (schematische Abbildung 1-1). Dabei werden die Vorteile von Nanostruk-
turen in Lösung, wie ihre einfache und reproduzierbare Herstellbarkeit, mit der Stabilität 
flächiger Substrate vereint. 
 
Abbildung 1-1: Vereinfachte schematische Darstellung der Immobilisierung von Nanopartikeln auf einer 
Glasoberfläche mittels eines Organosilans. 
Die Eigenschaften so hergestellter Oberflächen in SERS-Experimenten wurde in den ver-
gangenen 20 Jahren vielfach an Modellsystemen, wie z.B. Porphyrinen und verschie-
denen Farbstoffen gezeigt[51,52,53,54,55,56]. Bis auf diese spezifischen Beispiele wurden 
jedoch keine systematischen Untersuchungen durchgeführt, die die Eigenschaften im 
SERS-Experiment mit den nanoskopischen Eigenschaften der Strukturen auf den Ober-
flächen in Verbindung bringen. Eine solche Korrelation ist der letze wichtige Schritt zum 
Einsatz solcher Oberflächen in analytischen Fragestellungen und in der Spektroskopie. 
Ziel dieser Arbeit war es, ein besseres Verständnis der Zusammenhänge der Eigenschaften 
organosilan-basierter, nanostrukturierter Oberflächen und ihren Eigenschaften im SERS-
Experiment zu erlangen. Diese Erkenntnisse sind Voraussetzung dafür, dass solche Ober-
flächen reproduzierbar und gezielt hergestellt und für neue Anwendungen optimiert 
werden können. Dazu behandelt die Arbeit die folgenden spezifischen Aspekte: 
1) Plasmonische und nanoskopische Eigenschaften der Oberflächen im Zusammen-
hang mit wichtigen Parametern bezogen auf SERS 
Diese Fragestellung beinhaltet Untersuchungen zum Verstärkungsfaktor unter 
verschiedenen Bedingungen und zu den optischen Eigenschaften immobilisierter und 
nicht-immobilisierter Nanopartikel, insbesondere die Verbindung von SERS-Daten mit 
Informationen aus nanoskopischen Bildgebungsverfahren. 
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So können im SERS-Experiment Verstärkungen von 103, wie sie für Einzelpartikel 
theoretisch vorhergesagt werden[5,57], bis zu 1014 in hohen lokalen Feldern zwischen 
Nanopartikeln in Nanopartikelaggregaten[58] variieren. Außerdem stellt sich die Frage 
nach der Homogenität der Verstärkung auf mikroskopischer und nanoskopischer Ebene. Für 
analytische Anwendungen ist eine homogene Verteilung der Verstärkung erforderlich, da 
nur dann eine großflächige und gleichmäßige Detektion und quantitative Anwendungen 
möglich sind. Voraussetzung für eine Quantifizierung und die Anwendung multivariater 
Methoden, für die Identifizierung komplexer Proben und Analytmischungen mit SERS 
und für die Bildgebung, ist die Stabilität der Verstärkung über einen großen Analyt-
konzentrationsbereich. 
2) Simultane Immobilisierung verschiedener Nanopartikel zur Herstellung von 
Oberflächen mit neuen Eigenschaften 
Im Vergleich zu nanolithographischen Verfahren ist der Ansatz in dieser Arbeit sehr 
einfach. Nanopartikel werden mit einem Organosilanlinker auf einer Oberfläche immo-
bilisiert. Diese Herstellungsweise sollte ebenso eine simultane Immobilisierung verschie-
denartiger Nanostrukturen auf einfache Weise ermöglichen. Dabei können prinzipiell 
neue plasmonische Eigenschaften und neue Funktionalitäten, wie z.B. eine veränderte 
Wechselwirkung mit dem Analytmolekül[59] entstehen. Insbesondere diskutiert diese 
Arbeit solche neuen Oberflächen für die Untersuchung katalytischer Prozesse anhand der 
Kinetik von Modellreaktionen. 
3) Gezielte Funktionalisierung der Oberflächen und Anwendung in der Analytik 
Im letzten Schritt wird anhand unterschiedlicher Anwendungen das Potenzial der 
Substrate für die Analytik gezeigt. Dabei werden sowohl pharmazeutisch relevante 
Moleküle, als auch komplexe biologische Analytgemische untersucht. In diesem 
Zusammenhang ist die Funktionalisierung mit stabilen Monolagen, sogenannten self 
assembled monolayers (SAMs) interessant. Eine solche Funktionalisierung kann, je nach 
Fragestellung, mehrere Funktionen erfüllen. Durch Bindung der Analytmoleküle kann der 
Analyt in die Nähe der Nanopartikel gebracht werden, so dass eine Detektion mittels 
SERS ermöglicht wird[60,61,62]. Die Anbindung kann aber auch Fluktuationen in den 
SERS-Signalen, die durch unterschiedliche Wechselwirkungen der Analytmoleküle mit 
den Nanopartikeln verursacht werden, verhindern. 
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2. SERS – Raman-Streuung im lokalen Feld 
SERS wurde erstmals 1974 von Fleischmann[63] bei der Untersuchung von adsorbierten 
Pyridinmolekülen auf einer aufgerauten Silberelektrodenoberfläche beobachtet. Er führte 
die Verstärkung der Raman-Signale jedoch auf eine vergrößerte Anzahl von Pyridin-
molekülen, aufgrund der größeren Oberfläche durch den Aufrauungsprozess, zurück. So 
waren es Jeanmaire und Van Duyne[64] sowie Albrecht und Creighton[41], die unabhängig 
voneinander erkannten, dass die Ursache für die Verstärkung der Raman-Signale auf eine 
Verstärkung des elektromagnetischen Feldes in der Nähe der Nanostrukturen zurück-
zuführen ist. Moskovits war der Erste, der den Zusammenhang zwischen der Ober-
flächenplasmonenresonanz und der Verstärkung der Signale im SERS-Experiment unter-
suchte[65]. 
Ist die Anregungswellenlänge in Resonanz mit den Oberflächenplasmonen der Nano-
strukturen, wird das lokale elektrische Feld an der Nanopartikeloberfläche und dessen un-
mittelbarer Nähe sehr groß[5,6,7,16,65,66]. Befindet sich ein Molekül in dem verstärkten 
optischen Feld der Nanostruktur, wird die Intensität seiner Raman-Signale erhöht. Wenn 
das elektrische Feld der Raman-Streustrahlung seinerseits in Resonanz mit den Ober-
flächenplasmonen ist, wird dieses ebenfalls verstärkt. Die Erhöhung der Intensität der 
Raman-Signale aufgrund des hohen lokalen Feldes in der Nähe der Nanostrukturen wird 
als elektromagnetische Verstärkung bezeichnet. 
Neben der elektromagnetischen Verstärkung trägt auch die sogenannte chemische Ver-
stärkung zur Erhöhung der Intensität der Raman-Signale im SERS-Experiment bei. Die 
chemische Verstärkung beruht darauf, dass Moleküle, die auf der Oberfläche einer Metall-
nanostruktur adsorbiert sind, einen erhöhten Raman-Querschnitt aufweisen. Die Intensität 
im SERS-Experiment ergibt sich wie folgt: 
 (1) 
 und  sind die Feldverstärkungsfaktoren für das Anregungsfeld und das 
Raman-gestreute Feld,  entspricht dem Raman-Streuquerschnitt der auf der Metall-
oberfläche adsorbierten Moleküle,  ist die Anzahl an Molekülen, die zum SERS-
Prozess beitragen und I0 ist die Intensität des Anregungsfeldes. 
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Die Mechanismen, die der elektromagnetischen und chemischen Verstärkung zugrunde 
liegen, wie Verstärkungfaktoren bestimmt werden können und wie die Verstärkung von 
den plasmonischen Eigenschaften der Metallnanopartikel abhängt, werden in den 
Abschnitten 2.2 - 2.4 ausführlicher diskutiert. Zunächst sollen ein paar wichtige Aspekte 
zur Raman-Streuung erläutert werden. 
2.1 Raman-Streuung 
Bei der Raman-Streuung handelt es um einen unelastischen Streuprozess. Dabei treten 
verschiedene Fälle auf, die in Abbildung 2-1 schematisch dargestellt sind. Wenn 
monochromatisches Licht auf Materie stößt, wird es mit einer geringen Wahrscheinlich-
keit gestreut. Ist das Objekt (z.B. ein Molekül), an dem gestreut wird, sehr viel kleiner als 
die Wellenlänge des Lichts und hat das gestreute Licht die gleiche Frequenz wie das 
eingestrahlte Licht, spricht man von Rayleigh-Streuung. Der in der Abbildung 2-1 darge-
stellte virtuelle Zustand muss dabei kein echter quantenmechanischer Zustand sein, 
sondern kann vielmehr als sehr kurzlebige Verformung der Elektronenwolke 
(Polarisation) des Moleküls durch die Oszillation des elektrischen Feldes der Lichtwelle 
aufgefasst werden. Die Elektronenwolke des Moleküls kann auch durch molekulare 
Schwingungen beeinflusst werden, wodurch es ebenfalls zu Oszillationen der Elektronen-
wolke kommt. Kommt es zu einer Überlagerung der Oszillationen, die durch Molekül-
schwingungen und das Licht bewirkt werden, entsteht Raman-Streuung (Abbildung 2-1). 
Bei der Raman-Streuung unterscheidet man zwei Fälle: 
1) Das Molekül verbleibt nach der Streuung in einem angeregten Schwingungs-
zustand. Dann spricht man von Stokes-Raman-Streuung und die Frequenz des 
gestreuten Lichts ist niedriger, als die des eingestrahlten Lichts. 
2) Das Molekül befindet sich bereits in einem angeregten Schwingungszustand. Hier 
spricht man von Anti-Stokes-Raman-Streuung und die Frequenz des gestreuten 
Lichts ist höher, als die des eingestrahlten Lichts. 
In der klassischen Beschreibung der Raman-Streuung wird durch das elektrische Feld der 
Lichtwelle im Molekül ein Dipolmoment μind induziert. Die Stärke des induzierten Dipol-
moments ist abhängig von der elektrischen Feldstärke des Anregungsfeldes  und der 
Polarisierbarkeit . 




Abbildung 2-1: Schematische Darstellung der Prozesse bei der Rayleigh-, Raman- und Resonanz-Raman-
Streuung. E0 und E1 entsprechen dem elektronischen Grundzustand bzw. ersten angeregtem elektronischen 
Zustand im Molekül und V ist die Schwingungsquantenzahl. 
Ändert sich das induzierte Dipolmoment mit der gleichen Frequenz  wie das anregende 
elektromagnetische Feld, so wird Strahlung gleicher Frequenz emittiert (Rayleigh-
Streuung). Führt das Molekül mechanische Schwingungen mit der Frequenz  aus, 
ändert sich die Polarisierbarkeit des Moleküls und damit das induzierte Dipolmoment und 
tritt Raman-Streuung auf: 
 
(2) 
 ist dabei die Normalkoordinate und  beschreibt die Amplitude der Auslenkung der 
beteiligten Atome bei der Normalschwingung k. Der erste Term der Gleichung beschreibt 
die Rayleigh-Streuung mit der Frequenz ν0 und der zweite Term die Stokes-  
und die Anti-Stokes-Raman-Streuung . 
Die Intensität der Ramansignale eines zufällig orientierten Moleküls hängt von der Inten-
sität des eingestrahlten Lichts , der Frequenz des gestreuten Lichts  und der Polari-
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In der quantenmechanischen Beschreibung entspricht die Polarisierbarkeit einem Element 
des Streutensors und ergibt sich aus der Kramers-Heisenberg-Dirac-Dispersions-
gleichung[67]: 
 (4) 
Dabei sind m und n Ausgangs- und Endzustand des Moleküls, e ein angeregter Zustand 
und es wird über alle angeregten Zustände summiert.  und  sind 
elektronische Übergangsdipolmomente, entlang der Richtungen i und j, von m nach e und 
e nach n,  ist die Frequenz des Übergangs von m nach e und  und  sind die 
Frequenzen der eingestrahlten und gestreuten Photonen. 
Ist die Anregungswellenlänge in Resonanz mit einem oder mehreren elektronischen Über-
gängen im Molekül so gilt ν0 ≈ νe und der erste Term in der Kramers-Heisenberg-Dirac-
Dispersionsgleichung (Gleichung 4) wird sehr groß. Die Anregung erfolgt dann nicht in 
ein virtuelles Niveau, sondern in einen elektronisch angeregten Zustand (Resonanz-
Raman in Abbildung 2-1) und die Signale werden um bis zu 103 verstärkt[68]. Das 
Auftreten und der Beitrag der Resonanzverstärkung hängen von der Anregungswellen-
länge und den Eigenschaften des Moleküls ab. 
In analytischen Anwendungen der Raman-Spektroskopie spielt der empirisch bestimmte 
Streuquerschnitt σ eine große Rolle. Der Streuquerschnitt gibt an, wie groß die Wahr-
scheinlichkeit ist, dass ein einfallendes Photon mit einer bestimmten Raman-
Verschiebung gestreut wird. 
Die Raman-Intensität ergibt sich dann aus der Anzahl der streuenden Moleküle, der 
Laserintensität I0 und dem Raman-Querschnitt : 
 (5) 
Das Verhältnis der Intensität von Stokes- und Anti-Stokes-Ramanstreuung ergibt sich aus 
der Wahrscheinlichkeit, dass sich ein Molekül im angeregten Zustand befindet. Diese 
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Wahrscheinlichkeit ist durch die Boltzmann-Verteilung gegeben. Für nichtentartete 
Energieniveaus entspricht das Intensitätsverhältnis von Stokes- zu Anti-Stokes-
Ramanstreuung: 
 (6) 
Aufgrund der geringen Intensität der Anti-Stokes-Raman-Streuung wird in analytischen 
Anwendungen meist die Stokes-Raman-Streuung verwendet. 
2.2 Ursache der Verstärkung im SERS 
Wie bereits in der Einleitung dieses Kapitels beschrieben, setzt sich die Verstärkung im 
SERS im Wesentlichen aus zwei Beiträgen zusammen: der elektromagnetischen 
Verstärkung und der sogenannten chemischen Verstärkung. 
Die elektromagnetische Verstärkung beruht, wie auch bereits diskutiert, auf der Resonanz 
zwischen dem einfallenden oder Raman-gestreuten Licht und den Oberflächenplasmonen 
des Metallpartikels. Das elektrische Feld in der unmittelbaren Nähe des Metallnano-
partikels kann nach der Mie-Theorie[69] durch Lösen der Maxwell-Gleichungen berechnet 
werden. Für einen sphärischen Nanopartikel, dessen Radius r sehr viel kleiner als die 
Wellenlänge des Lichts λ ist (r / λ < 0,1), wird die Stärke des elektrischen Feldes um den 
Nanopartikel stationär und die Maxwell-Gleichungen können mit einem quasi-stationären 
Ansatz gelöst werden[70]. Das elektromagnetische Feld  im Abstand d zur 
Oberfläche eines Nanopartikels mit Radius r bei Anregung mit einem elektro-
magnetischen Feld der Stärke  entspricht: 
 (7) 
mit den Dielektrizitätskonstanten  und  des Metallnanopartikels bzw. des umgebenden 
Mediums. 
Befindet sich ein Molekül in einem Abstand d von der Oberfläche des Nanopartikels 
wirkt die Summe aus beiden elektrischen Feldern: . Das elektrische 
Feld regt das Molekül zu Schwingungen an. Die vom Molekül emittierte Strahlung ist, im 
Vergleich zur eingestrahlten Frequenz , frequenzverschoben ( ) und entspricht der 
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Raman-Streustrahlung. Sofern die Oberflächenplasmonen auch in Resonanz zu  stehen, 
induziert das elektrische Feld der Streustrahlung  ( ) nun innerhalb des Metallnano-
partikels ebenfalls ein Dipolmoment und damit ein elektrisches Feld . Es findet 
eine Verstärkung des Anregungsfeldes und des frequenzverschobenen Feldes statt. 
Aktuellere Modelle behandeln die Substratoberfläche als fraktale Struktur statt als 
Kugel[71], weil dadurch eine höhere Genauigkeit erreicht wird und auch andere Formen 
von Partikeln beschrieben werden können. 
Die Verstärkung des Feldes wird durch den Feldverstärkungsfaktor  ausgedrückt, der 
sich aus dem Quotienten des induzierten elektrischen Feldes und des Anregungsfeldes 
ergibt: 
 (8) 
Die Feldintensität wird aus dem Betragsquadrat der Feldstärke berechnet. Für den elektro-
magnetischen Intensitätsverstärkungsfaktor ( )) gilt deshalb: 
 (9) 
Aus Gleichung 27 folgt, dass der Beitrag der elektromagentischen Verstärkung mit 1/d12 
abnimmt. Daher tritt die Verstärkung nur sehr lokal in der Nähe der Nanostruktur-
oberfläche auf. Die elektromagnetische Verstärkung macht mit einem Verstärkungsfaktor 
von 106 – 108 in der Regel den größten Anteil an der Verstärkung im SERS-Experiment 
aus[72,73,74]. 
Die chemische Verstärkung ist noch kurzreichweitiger. Sie tritt nur dann auf, wenn das 
Molekül direkt an der Metalloberfläche gebunden ist. Sie wird deshalb auch häufig als 
first-layer effect bezeichnet. 
Es spielen zwei Mechanismen eine Rolle: 
1) Verstärkung aufgrund einer Änderung der Polarisierbarkeit des Moleküls durch 
Ladungstransfer vom Molekül zum Metall 
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2) Charge-Transfer-Verstärkung (CT-Verstärkung) durch Resonanz der Anregungs-
wellenlänge mit einem CT-Übergang[75] 
Der Anteil der chemischen Verstärkung zur Gesamtverstärkung ist oft schwierig zu 
bestimmen, weil SERS-Experimente in der Regel unter Bedingungen durchgeführt 
werden, in denen zusätzlich elektromagnetische Verstärkung auftritt. Der Anteil der 
chemischen Verstärkung hängt von den Eigenschaften des Moleküls, der Orientierung des 
Moleküls zum Nanopartikel und der Beschaffenheit der Nanostrukturen ab. Unter-
suchungen zum Ladungstransfer von Kristallviolett auf Goldfilmen in Abhängigkeit der 
Morphologie der Goldfilme mittels transient-grating spectroscopy (TRG-Spektroskopie) 
haben gezeigt, dass die Rauigkeit der Goldfilme einen Einfluss auf das Ausmaß des 
Ladungstransfers zwischen Molekül und Metall und auf die SERS-Intensität hat[76]. In 
Experimenten mit Pyromellitsäuredianhydrid, das auf einer glatten Kupfer(111)-Ober-
fläche adsorbiert wurde und in denen der Beitrag der elektromagnetischen Verstärkung 
sehr klein ist, wurde ein Verstärkungsfaktor von 30 bestimmt[77]. Die Bestimmung des 
Verstärkungsfaktors von Pyridin auf unaggregierten Goldnanostäbchen bei Anregung mit 
einer Wellenlänge außerhalb der Plasmonenresonanz (1064 nm) ergab einen Ver-
stärkungsfaktor von 105 [78]. In theoretischen Berechnungen der chemischen Verstärkung 
wurde für Pyridin auf einem Ag20-Cluster bzw. einem Au20-Cluster eine chemische 
Verstärkung von max. 10 ermittelt[79], während für Pyrazin auf einem Ag20-Cluster eine 
chemische Verstärkung von 102 gefunden wurde[80]. Befindet sich das Pyrazin in der 
„Lücke“ zwischen zwei Clustern wurde sogar eine chemische Verstärkung von 105 vor-
hergesagt. 
Hinzu kommt, dass es bei einem CT-Prozess drei Möglichkeiten gibt[81], wie der CT 
stattfinden kann: 
1) Resonanter Molekül-Metall-Transfer aus dem Molekül-Grundzustand in einen 
unbesetzten Energiezustand des Metalls bzw. resonanter Metall-Molekül-Transfer 
von einem voll besetzten Energiezustand des Metalls in einen energetisch ange-
regten Zustand des Moleküls (A-Term). 
Dieser Term ist mit der Frank-Condon-Näherung verbunden, nach der der 
elektronische Übergang vertikal ohne Änderung der Position der Kerne, im 
Molekül stattfindet. Damit dieser Term ungleich Null ist, muss sowohl das Über-
gangsdipolmoment als auch das Überlappungsintegral der beiden Zustände 
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ungleich Null sein. Die erste Bedingung ist erfüllt, wenn die Anregungswellen-
länge in der Nähe einer intensiven CT- oder π-π*-Absorptionsbande liegt. 
Die zweite Bedingung ist nur für total-symmetrische Schwingungen erfüllt, da sie 
auf einer Verschiebung der potentiellen Energieminima entlang der Normal-
koordinate während des Übergangs beruht. Der A-Term trägt nur zur Intensität 
total-symmetrischer Schwingungen bei. 
2) Molekül-Metall-Transfer vom Molekül-Grundzustand in einen unbesetzten 
Energiezustand des Metalls (B-Term, Abbildung 2-2). 
Dieser Term beruht auf dem Herzberg-Teller-Effekt und ist abhängig von der 
Wechselwirkung zwischen Bewegungen der Elektronen und Kerne. 
3) Metall-Molekül-Transfer von einem besetzten Energiezustand des Metalls in einen 
angeregten Zustand des Moleküls (C-Term). 
Der Beitrag der jeweiligen Terme (A - C) zur chemischen Verstärkung hängt von der 
Symmetrie und der Orientierung des Moleküls auf der Metalloberfläche ab. 
 
Abbildung 2-2: Schematische Darstellung der Energiezustände in einem Molekül-Metall-System mit einem 
erlaubten Übergang zwischen dem Molekülgrundzustand und dem angeregten Molekülzustand. Die 
Abbildung zeigt einen Elektronentransfer vom Molekül zum Metall. 
2.3 Abhängigkeit der SERS-Verstärkung von den plasmonischen Eigenschaften 
der Nanostrukturen 
Aus Gleichung 1 folgt, dass die höchste SERS-Verstärkung erhalten wird, wenn sowohl 
das Anregungsfeld, als auch das Raman-gestreute Feld, verstärkt werden. Dies wird 
erreicht, wenn beide Felder in Resonanz zu den Oberflächenplasmonen stehen. Die Ent-
wicklung von durchstimmbaren Lasern, die eine Anregung bei verschiedenen Wellen-
längen ermöglichen, und die Möglichkeit, Nanostrukturen definierter Größe und Form 
über nanolithographische Verfahren herstellen zu können, erlaubten die systematische 
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Untersuchung des elektromagnetischen Beitrags zur SERS-Verstärkung in Abhängigkeit 
der Oberflächenplasmonenresonanz[17,82,83,84]. 
Diese Untersuchungen zeigen, dass die höchste SERS-Verstärkung erreicht wird, wenn 
die Oberflächenplasmonenresonanz zwischen der Anregungswellenlänge und der Wellen-
läge der Raman-Streustrahlung liegt[17,82,83,84,85]. Das ist in guter Übereinstimmung mit der 
Theorie[5,6,7,16,65,66]. Bei der Betrachtung der Wellenlängenabhängigkeit der SERS-
Verstärkung muss berücksichtigt werden, dass die Verstärkung von den Nahfeldeigen-
schaften der Metallnanopartikel bestimmt wird und diese von den Fernfeldeigenschaften 
abweichen können. Als Nahfeldbereich wird der Bereich bezeichnet, für den gilt d ≤ r, 
wobei r der Radius des Nanopartikels ist und d der Abstand zwischen Nanopartikel und 
Punkt im Raum, an dem das Feld betrachtet wird. Die Fernfeldeigenschaften von 
Metallnanopartikeln werden über den Extinktionsquerschnitt σext beschrieben, der sich 
aus dem Streuquerschnitt σscat und der Absorption σabs zusammensetzt und in Extinktions-
messungen bestimmt wird. Diese werden im Abschnitt 2.5 ausführlicher diskutiert. Die 
Nahfeldeigenschaften werden über den Nahfeldquerschnitt σNF definiert[66]. Der Nahfeld-
querschnitt gibt die Fähigkeit des Partikels an, ein einfallendes elektrisches Feld in 
Nahfeldintensität zu überführen. Theoretische Berechnungen von σext und σNF haben 
gezeigt, dass die Querschnitte für Silbernanopartikel übereinstimmen, während bei Gold-
nanopartikeln σNF im Vergleich zu σext zu größeren Wellenlägen verschoben ist[66]. 
Die plasmonischen Eigenschaften der Metallnanopartikel, wie Lage und Breite der 
Plasmonenbande, werden durch die morphologischen Eigenschaften der Nanopartikel, 
wie Größe und Form, bestimmt[85,86,87]. 
2.4 Bestimmung von Verstärkungsfaktoren 
Der Verstärkungsfaktor gibt an, wie viel intensiver ein Raman-Signal in Gegenwart der 
Nanostruktur ist. Da in der Regel für die Raman- und SERS-Messungen nicht die 
gleichen Konzentrationen an Analyt verwendet werden können, müssen diese in der 
Berechnung des Verstärkungsfaktors berücksichtigt werden. 
Aufgrund der schlechten Löslichkeit vieler Analytmoleküle wird als Referenz für das 
Raman-Signal häufig Methanol verwendet[88,89], weil dieses keine Verstärkung durch die 
Nanostrukturen erfährt. Bei dieser Methode muss berücksichtigt werden, dass die Streu-
querschnitte von Methanol und dem Analytmolekül unterschiedlich sein können, was zu 
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einer Überbestimmung des Verstärkungsfaktors führt[90]. Deshalb sollte für die 
Bestimmung des Verstärkungsfaktors ein Molekül ausgewählt werden, von dem sowohl 
ein Raman-, als auch ein SERS-Spektrum, erhalten werden kann. 
Bei der Bestimmung von Verstärkungsfaktoren muss zudem beachtet werden, dass zum 
SERS-Signal nur solche Moleküle beitragen, die sich in unmittelbarer Nähe zur Ober-
fläche der Nanostrukturen befinden, während zum Raman-Signal alle Moleküle im 
Fokusvolumen beitragen. Um die Anzahl von Molekülen, die zur Intensität der SERS-
Signale beitragen und damit den Verstärkungsfaktor bestimmen zu können, muss die 
Oberflächenrauigkeit (Anzahl der Nanopartikel pro Fläche, sowie Größe und Form der 
Nanopartikel) sowie der Platzbedarf des entsprechenden Analytmoleküls auf der Metall-
oberfläche bekannt sein oder bestimmt werden. Da dies in vielen Fällen nicht möglich ist, 
handelt es sich beim Verstärkungsfaktor in der Regel um eine Abschätzung. Dennoch 
kann er zur Charakterisierung und zum Vergleich unterschiedlicher SERS-Substrate 
herangezogen werden. Die Abschätzung erfolgt nach folgender Gleichung: 
 (10) 
mit der Anzahl  und  der zur Intensität des SERS- bzw. Raman-Signals  
und  beitragenden Moleküle. 
2.5 Charakterisierung von Metallnanostrukturen 
Ziel dieser Arbeit ist ein Verständnis des Zusammenhangs zwischen den physiko-
chemischen Eigenschaften von Nanostrukturen und ihren Eigenschaften im SERS-
Experiment zu schaffen. Dazu ist es notwendig, die Nanopartikeleigenschaften zu 
charakterisieren. 
Die plasmonischen Eigenschaften der Nanostrukturen lassen sich anhand von Extink-
tionsspektren ermitteln. Nach der Mie-Theorie[69] setzt sich die Extinktion von Partikeln, 
deren Radius viel kleiner als die Wellenlänge des Lichts ist, aus der Absorption und der 
Streuung zusammen. Für sphärische Partikel kann der Extinktionquerschnitt σext, der 
Absorptionsquerschnitt σabs und der Streuquerschnitt σscat über folgende Gleichungen 
berechnet werden: 






ε ist die Dielektrizitätskonstante des Metalls und setzt sich aus einem Realteil ε‘ und 
einem Imaginärteil ε‘‘ zusammen: 
 (14) 
ε0 ist die Dielektrizitätskonstante des umgebenden Mediums. Die Gleichungen zeigen, 
dass der Beitrag von Streuung und Absorption zur Extinktion von der Wellenlänge des 
Lichts λ und dem Radius r der Partikel abhängt. Aufgrund der Abhängigkeit des 
Extinktionsquerschnitts vom Radius der Partikel kann anhand der Lage des Extinktions-
maximums sowie der Breite der Bande im Extinktionsspektrum der Durchmesser und die 
Größenverteilung der Partikel abgeschätzt werden[91]. Die Extinktion hat ihr Maximum 
bei der Wellenlänge, für die gilt: . Für Gold, Silber und Kupfer ist diese 
Bedingung für Wellenlängen im sichtbaren Spektralbereich erfüllt[92]. 
Befinden sich Nanostrukturen in unmittelbarer Nähe zueinander, wie z.B. in Aggregaten 
oder in dicht gepackten Lagen auf Oberflächen, kommt es zu Mehrfachresonanzen, die zu 
einer erweiterten Plasmonenbande im Extinktionsspektrum führen[93]. Die Lage der 
erweiterten Plasmonenbande hängt von der Größe und Geometrie der Aggregate 
ab[94,95,96], sodass Extinktionsspektren zur Abschätzung des Ausmaßes der Aggregation 
von Nanopartikeln herangezogen werden können. Der elektromagnetische Beitrag zur 
Verstärkung im SERS-Experiment beruht auf einer Wechselwirkung der Oberflächen-
plasmonen mit dem elektromagnetischen Feld der einfallenden Lichtwelle und hängt von 
den optischen Eigenschaften der Nanostrukturen ab. Durch Untersuchungen der SERS-
Verstärkung in Abhängigkeit der Extinktion von Silberinselfilmen ist es Weitz et al. 
gelungen, einen Zusammenhang zwischen dem elektromagnetische Beitrag zur Ver-
stärkung im SERS-Experiment und der den plasmonischen Eigenschaften der Filme 
herzustellen[97]. Damit kann aus den Extinktionsspektren der elektromagnetische Beitrag 
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abgeschätzt werden, wie in Abschnitt 4.3 diskutiert wird. Mit der UV/Vis-Spektroskopie 
können sowohl Flüssigkeiten als auch transparente Schichten, untersucht werden. 
Für die Bestimmung von Form, Größe und Polydispersität sowie der Rauigkeit von Ober-
flächen werden in der Literatur häufig Informationen aus bildgebenden Verfahren, wie 
Transmissions- (TEM) und Rasterelektronenmikroskopie (REM) sowie Rasterkraft- 
(SFM) und Rastertunnelmikroskopie (STM), herangezogen[55,98,99,100]. Die Bildgebung 
erfolgt bei REM und TEM durch Detektion von gestreuten oder gebeugten Elektronen. 
Mit REM wird üblicherweise eine Auflösung von bis zu 10 nm erreicht, während bei 
TEM eine Auflösung bis 0,1 nm erreicht werden kann. REM ist für die Untersuchung 
größerer Flächen geeignet, jedoch muss die Probe leitend sein, damit es nicht zu einer 
Aufladung der Probe durch die Elektronen kommt. Sollen nicht-leitende Proben 
untersucht werden, muss die Probe vorher mit Kohlenstoff oder Gold bedampft werden. 
Für die Aufnahme von TEM-Bildern muss die Probe sehr dünn sein (max. 200 nm) was, 
je nach Probe, einen hohen präparativen Aufwand bei der Probenvorbereitung bedeuten 
kann. 
SFM und STM ermöglichen die Untersuchung der Höhe von Nanostrukturen auf 
Oberflächen mit einer Auflösung von 0,1 – 10 nm. Bei SFM können die Oberflächen 
sowohl Leiter als auch Isolatoren sein, was die Untersuchung nicht-leitender Proben ohne 
Probenvorbereitung ermöglicht. Für STM-Untersuchungen muss die Probe leitfähig sein 
oder mit einer dünnen Schicht eines leitenden Materials bedampft werden. Die 
Höheninformation wird bei SFM durch die Kraft zwischen der Oberfläche der 
Nanostrukturen und einer sehr dünnen Spitze ermittelt, während bei STM der Tunnel-
strom zwischen der Spitze und der Probe gemessen wird. Die Messungen können in 
mehreren Modi erfolgen: Kontaktmodus (auch statischer Modus genannt), inter-
mittierender Modus (Tapping bzw. Intermittent Contact Mode) und Nicht-Kontakt-
Modus. Beim Kontaktmodus wird die Spitze in Kontakt mit der Probenoberfläche 
gebracht. Durch den elektronischen Überlapp der Orbitale der Atome am Ende der Spitze 
und der Probenoberfläche sowie der elektrostatischen Abstoßung der elektrisch negativ 
geladenen Elektronenwolken wirkt eine starke, repulsive Kraft auf die Spitze, wodurch es 
zu einer Auslenkung des cantilevers, an dessen Ende sich die Spitze befindet, kommt. In 
diesem Modus kann es leicht zu einer Beschädigung der Probe und der Spitze kommen. 
Im intermittierenden Modus bzw. Tapping Modus oszilliert die Spitze mit relativ hoher 
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Amplitude (z.B. 20 nm). In jedem Zyklus berührt die Spitze die Oberfläche, wodurch die 
Schwingungsamplitude abhängig von der Höhe der Probe gedämpft wird. 
Die Dämpfung der Schwingungsamplitude wird konstant gehalten, indem die Höhe des 
cantilevers angepasst wird. Im Nicht-Kontakt-Modus wird die Spitze in unmittelbare 
Nähe zur Probe gebracht, (Abstand einige nm) ohne mit ihr in Kontakt zu kommen. Der 
cantilever wird über ein Piezoelement in Schwingung versetzt, wobei eine Frequenz 
gewählt wird, die nahe an der Resonanzfrequenz ist. Bei Annäherung an die Proben-
oberfläche wird die Amplitude durch schwache, anziehende van-der-Waals-Kräfte, die an 
der Grenzfläche zwischen Probe und Spitze wirken, erhöht. Die Höhe des cantilevers 
wird nun jeweils so angepasst, dass eine konstante Amplitude erreicht wird, was dazu 
führt, dass die Probe nie in direktem Kontakt mit der Spitze ist. So werden mechanische 
Beschädigungen der Probe vermieden. 
 
Abbildung 2-3: Schematische Darstellung der Spitzenverbreiterung, die in SFM-Messungen auftreten kann, 
wenn ein Partikel mit Radius rp mit einer Spitze mit Radius rs untersucht wird. 
Ein Effekt, der in SFM-Aufnahmen auftritt, ist die sogenannte Spitzenverbreiterung, die 
dazu führt, dass es zu erheblichen Abweichungen zwischen der Breite eines Objekts und 
der Breite der Abbildung des Objekts kommen kann. Die Ursache für die Spitzen-
verbreiterung ist der endliche Radius der Spitze. Ein Partikel mit dem Radius rp erscheint 
in der SFM-Aufnahme mit der Breite 2·rg,lateral, wenn die Spitze einen Radius von rs hat 
(Abbildung 2-3). Die Spitzenverbreiterung hat keinen Einfluss auf die Höheninformation. 
Da viele SERS-Experimente in Lösung durchgeführt werden, ist es häufig von Interesse 
die Größe, Form und Polydispersität der Nanopartikel in Lösung zu untersuchen. Hierzu 
können Informationen aus der Röntgenkleinwinkelstreuung (Small Angle X-ray 
Scattering, SAXS) herangezogen werden. Dabei wird die an den Elektronenhüllen 
gestreute Röntgenstrahlung in einem kleinen Winkel zum Primärstrahl gemessen 
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(Abbildung 2-4). Dabei gilt, je größer die Dimensionen der Partikel, an denen die 
Streuung stattfindet, desto kleiner sind die Winkel, unter denen die Streueffekte zu 
beobachten sind. Für eine bessere Vergleichbarkeit von Ergebnissen, die mit unter-
schiedlichen Anregungswellenlängen durchgeführt wurden, wird statt des Streuwinkels , 
der Streuvektor q verwendet: 
 (15) 
 
Abbildung 2-4: Schematische Skizze der Streuung eines Röntgenstrahls an einem punktförmigen 
Streuzentrum innerhalb eines Partikels. 
Die Streuintensität nicht-aggregierter Partikel in Abhängigkeit vom Streuvektor ist 
proportional zur Anzahl der Partikel , dem Elektronendichtekontrast zwischen den 
streuenden Partikeln und dem umgebenden Medium ( ), dem Volumen des streuenden 
Partikels , dem Formfaktor  und dem Streufaktor : 
 (16) 
Der Formfaktor ist charakteristisch für die Gestalt des Partikels und der Strukturfaktor ist 
ein Maß für die interpartikulären Wechselwirkungen. Für monodisperse, harte Kugeln 
ergibt sich die Streuintensität aus dem Guiniergesetz: 
 (17) 
In der Praxis wird der Guinierradius über einen Fit der Streuintensität in Abhängigkeit 
vom Streuvektor aus den Streukurven ermittelt (Beispiel in Abbildung 2-5). Aus dem 
Guinierradius kann, aus einer von der Geometrie der Partikel abhängigen Gleichung, der 
Radius der Partikel bestimmt werden. Für kugelförmige Partikel ergibt sich der Radius 
mit: 




Für polydisperse, sphärische Partikel muss man entweder die Streuintensitäten aller 
Partikelgrößen, gewichtet anhand ihrer Frequenz, summieren oder man integriert unter 
Verwendung einer Größenverteilungsfunktion. Dabei ist es üblich, die Schulz-Zimm 
Verteilung für polydisperse Partikel zu verwenden[101], für die sich die Streuintensität wie 
folgt ergibt: 
 (19) 
Die Messung ist repräsentativ für die gesamte Probe, was dazu führt, dass die Aussage-
kraft der Röntgenkleinwinkelstreuung mit zunehmender Gestalt- und Größenpolydisper-
sität sinkt. In solchen Fällen müssen zusätzliche Informationen über die Probe, z.B. aus 
bildgebenden Verfahren, zur Auswertung herangezogen werden. 
 
Abbildung 2-5: Beispielhafte Auftragung der Streuintensität in Abhängigkeit des Streuvektors q einer 
Goldnanopartikellösung und entsprechender Fit zur Bestimmung der Größe und Polydispersität der 
Nanopartikel. 
Mit Hilfe von SAXS-Untersuchungen in Kombination mit XANES und TEM ist es der 
Gruppe um F. Emmerling gelungen, den Wachstumsprozess von Goldnanopartikeln bei 
Reduktion von Tetrachlorgoldsäure mit Natriumcitrat aufzuklären[102,103,104]. Aus den neu 
gewonnenen mechanistischen Erkenntnissen konnten sie eine Methode entwickeln, 
monodisperse Goldnanopartikel gezielter Größe herzustellen[103]. Diese Methode eröffnet 
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mente. Erstmals konnte der Zusammenhang zwischen der Größe von Nanostrukturen und 
ihrer Verstärkung im SERS-Experiment untersucht werden (siehe Abschnitt 4.3). 
Aufgrund der identischen Oberflächeneigenschaften der Goldnanopartikel war es 
möglich, den Einfluss der Größe auf die Anordnung der Nanostrukturen in 2-dimen-
sionalen Schichten und ihre Eigenschaften im SERS-Experiment zu untersuchen (siehe 
Abschnitt 5.3). 
In dieser Arbeit sollen verschiedene Nanostrukturen auf Aminosilan-funktionalisierten 
Oberflächen immobilisiert werden. Die Bindung der Nanopartikel an die funktionalisierte 
Glasoberfläche beruht auf elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen dem Amino-
silanlinker und den Nanopartikeln und hängt von der Oberflächenladung der Nanopartikel 
ab[105]. Die Art und die Anzahl der Ladungen an der Oberfläche der Nanopartikel werden 
durch die Herstellungsweise beeinflusst und können über Zeta-Potentialmessungen 
bestimmt werden. Da die Stabilisierung der Nanopartikel bei vielen Synthesemethoden 
ebenfalls über eine elektrostatische Abstoßung der Ladungen auf den Oberflächen der 
Nanopartikel erreicht wird, kann anhand des Zeta-Potentials eine Aussage über die Stabi-
lität der Nanopartikel getroffen werden. Neben der Stabilität der Partikel spielt für die 
Verstärkung im SERS-Experiment auch die Wechselwirkung des Analytmoleküls mit der 
Nanopartikeloberfläche eine Rolle. Für eine hohe Verstärkung im SERS-Experiment 
müssen die Partikel stabil und die Abstoßung zwischen Nanopartikel und Analytmolekül 
möglichst gering sein[31,106]. Befindet sich ein geladener Nanopartikel in Lösung, so 
kommt es zur Ausbildung einer elektrischen Doppelschicht, die nach dem Modell von 
Stern[107] aus einer Schicht fest adsorbierter Ionen (Sternschicht) und einer diffusen 
Schicht von beweglichen Gegenionen (Gouy-Chapman-Schicht) besteht. Bewegt sich der 
Nanopartikel in der Lösung, so wird die diffuse Schicht ganz oder teilweise abgeschert. 
Das Potential an dieser Scherebene ist das sogenannte Zeta-Potential. Es wird anhand der 
Wanderungsgeschwindigkeit der Teilchen im elektrischen Feld VE über die von 
Smoluchowski[108] entwickelten Gleichung berechnet: 
 (20) 
wobei ε0 und εr die elektrische Feldkonstante und die relative Dielektrizitätszahl, μ die 
Viskosität der Lösung und r der Partikelradius sind. κ ist der Debye-Hückel-Parameter 




mit der Ionenkonzentration im Festkörper  und der Ladungszahl der Ionen . 
2.6 Finite Differenzen-Methode (FDTD) zur Simulation der Lichtstreuung und des 
elektrischen Feldes an Nanostrukturen 
Auch wenn der Schwerpunkt dieser Arbeit nicht auf der theoretischen Betrachtung und 
der Simulation elektrischer Felder um Nanostrukturen liegt, so ist es dennoch nützlich, für 
ein paar ausgewählte Beispiele die Felder von Nanostrukturen zu betrachten, um diese 
mit den experimentell ermittelten Verstärkungsfaktoren zu vergleichen. Es gibt bereits 
zahlreiche, umfangreiche theoretische Arbeiten, die sich mit den elektrischen Feldern von 
kugel- und zylinderförmigen Nanostrukturen befassen[16,57,74,95,109]. Die Intensität und 
Intensitätsverteilung der Felder hängt von der Anordnung, der Form, der Größe und der 
Zusammensetzung der Nanostrukturen ab, sodass individuelle Betrachtungen nötig sind. 
In den vergangenen Jahren wurden hierfür vermehrt benutzerfreundliche Software-
Anwendungen entwickelt. 
Die älteste Methode zur Berechnung der Streuung von Licht an Partikeln, die kleiner als 
die Wellenlänge des Lichts sind, ist die Mie-Theorie[69]. Hierbei werden die Maxwell-
Gleichungen exakt gelöst. Sie ist eine analytische Methode und aufgrund des hohen 
Rechenaufwands auf einzelne, sphärische Partikel beschränkt. Eine Erweiterung der Mie-
Theorie, die quasi-stationäre Näherung, ermöglicht die Berechnung anderer Partikel-
formen, erfordert jedoch ebenfalls einen hohen Rechenaufwand. Deshalb werden 
heutzutage vorwiegend numerische Methoden zur Lösung der Maxwell-Gleichungen 
verwendet. Die Verbreitesten sind dabei die finite Differenzen-Methode (finite difference 
time domain, FDTD)[110], die diskrete Dipol-Näherung (discrete dipole approximation, 
DDA)[111] und die finite Elementen-Methode (finite element method, FEM). 
Bei der DDA-Methode werden die Partikel, an denen die Streuung stattfindet, als 
kubisches Gitter von polarisierbaren Dipolen angenähert. Anschließend werden für jeden 
Dipol die Maxwell-Gleichungen exakt gelöst. Aufgrund des hohen Rechenaufwands ist 
die Methode vor allem zur Beschreibung von Objekten geeignet, die kleiner als einige 
hundert Nanometer sind. 
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Bei Verwendung von FEM werden die Lösungen der Maxwell-Gleichungen in lokal 
definierte Basisfunktionen ausgeweitet, die so gewählt werden, dass die Rand-
bedingungen an den Oberflächen der Elemente erfüllt sind. FEM ist ideal für die 
Simulation irregulärer Strukturen und großer Bereiche mit feinen Strukturen. 
FDTD ist die Einfachste der sogenannten exakten Methoden, für die die Maxwell-
Gleichungen direkt gelöst werden. Sie wurde in dieser Arbeit für die Simulation der 
Felder verschiedener Nanostrukturen verwendet. Der Vorteil von FDTD ist, dass auch 
3D-Simulationen möglich sind. Aufgrund der Verwendung von diskreten Gittern ist die 
Methode nicht geeignet für große Bereiche, bei denen feine Strukturen aufgelöst werden 
müssen. 
Die Basis des heute verwendeten FDTD-Algorithmus beruht auf der von Yee[112] vorge-
schlagenen Methode, wonach der zu untersuchende Raum in Elementquader zerlegt wird 
(Yee-Zelle). Auf den Elementquadern sind die elektrischen und magnetischen Felder in 
versetzten Gittern angeordnet (Schematische Darstellung in Abbildung 2-6). Die 
Fortpflanzung der elektrischen bzw. magnetischen Felder an den Gitterpunkten wird dann 
in diskreten Zeitschritten durch Lösen der Maxwell-Gleichungen berechnet: 
 (22) 
 (23) 
Für isotrope, lineare und unmagnetische Medien hängt die dielektrische Verschiebung  




Bei der FDTD-Methode werden die elektromagnetischen Felder separat voneinander in 
der Zeit berechnet. Die anschließende Überführung in den Frequenzbereich erfolgt mittels 
Fast Fourier Transformation (FFT). Da jeder Raumpunkt einzeln berechnet wird, muss 
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der Simulationsbereich endlich sein. Das wird über sogenannte perfectly-matched-layer 
(PML) erreicht. Es handelt sich dabei um ein uniaxial-anisotropes Material, d.h. dass 
auftreffende transversale und longitudinale Wellen unabhängig vom Einfallswinkel 
komplett transmittiert werden. Materialien, die die Wellen reflektieren, würden das 
Simulationsergebnis beeinflussen. 
 
Abbildung 2-6: Schematische Darstellung einer Yee-Zelle. Die elektrischen Feldkomponenten sind auf den 
Kanten der Zelle angeordnet und die magnetischen Feldkomponenten auf den Flächen. 
In der Simulation muss ein Kompromiss zwischen Dämpfung der Randwellen und 
Rechenzeit gemacht werden, da eine größere Anzahl von PML-Lagen zwar die Dämpfung 
aber auch die Rechenzeit, erhöht. 
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3. Materialien und Methoden 
3.1 Herstellung von Gold-, Silber- und Platinnanopartikeln in Lösung 
Die Gold- und Silbernanopartikel wurden nach unterschiedlichen in der Literatur 
beschriebenen Methoden erzeugt. Außer einer Silbernanopartikelprobe (Probe AgNP4), 
deren Herstellung durch Laserablation unten beschrieben ist, wurden alle 
Goldnanopartikel durch chemische Reduktion von Tetrachlorgoldsäure (99,9 %, Aldrich) 
und alle Silbernanopartikel durch Reduktion von Silbernitrat (99,99 %, Aldrich) unter 
Verwendung verschiedener Reduktionsmittel synthetisiert. 
Reduktion mit Natriumcitrat. Im Falle der Goldnanopartikelprobe AuNP1 und der 
Silbernanopartikel von AgNP1 erfolgte die Reduktion mit 1 %-iger Natriumcitratlösung 
(mind. 99 %, chem. Solute) bei 100°C nach der Methode von Lee und Meisel[24]. Dazu 
wurde eine Lösung von Tetrachlorgoldsäure (0,375 mM) bzw. Silbernitrat (0,116 mM) 
vorgelegt, auf 100°C erhitzt und 5 ml der 1%-igen Natriumcitratlösung hinzugefügt. 
Anschließend wurde die Lösung für 1 h gekocht. Die Goldnanopartikelproben AuNP2 
und AuNP3 wurden durch Reduktion von Tetrachlorgoldsäure mit 1 %-Natriumcitrat nach 
den Methoden von Frens[113] bzw. Horisberger[114] hergestellt, die sich von der Methode 
von Lee und Meisel[24] durch die Konzentration der Tetrachlorgoldsäure (AuNP2: 1 mM 
und AuNP3: 0,3 mM) und des Volumens an zugegebener Natriumcitrat-Lösung (AuNP2: 
10 ml und AuNP3: 8,5 ml) unterscheiden. 
Durch Anwendung einer von Emmerling et al.[104] entwickelten Methode wurden zudem 
monodisperse Goldnanopartikel sechs definierter Radien (7,5 nm, 10 nm, 12,5 nm, 
15 nm, 17,5 nm und 20 nm) ebenfalls mittels Reduktion von Tetrachlorgoldsäure mit 
Natriumcitrat nach der hergestellt. Dazu wurden zunächst kleine Goldnanopartikel (ca. 
7 nm) nach der Methode von Turkevich et al.[115] synthetisiert, die dann durch gezielte 
weitere Zugabe von Tetrachlorgoldsäure (0,25 mM) und Natriumcitratlösung (2,5 mM) 
bis zur gewünschten Größe aufgewachsen wurden. 
Reduktion mit Hydroxylamin-Hydrochlorid. Die Silbernanopartikel AgNP2 und AgNP3 
wurden bei Raumtemperatur durch Reduktion mit einer Lösung von Hydroxylamin-
hydrochlorid (99 %, Sigma) und Natriumhydroxid (J.T. Baker) nach der Vorschrift von 
Leopold und Lendl[116] erzeugt. 
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Für die Herstellung von AgNP2 wurden 45 ml Silbernitratlösung (1,11·10-3 M) vorgelegt 
und 5 ml einer Mischung von Hydroxylamin-Hydrochlorid (1,5·10-2 M) und 
Natriumhydroxid (3·10-3 M) schnell hinzugegeben, während beim AgNP3 45 ml einer 
Mischung von Hydroxylamin-Hydrochlorid (1,67·10-3 M) und Natriumhydroxid 
(3,33·10-3 M) vorgelegt und 5 ml Silbernitratlösung (1·10-2 M) schnell hinzugegeben 
wurden. 
Reduktion mit Natriumborhydrid. Für die Herstellung der Silbernanopartikel AgNP5 
wurde eine 2 mM Silbernitratlösung unter Kühlung mit einer 1 mM Natriumborhydrid-
lösung (J.T. Baker) (Volumenverhältnis 2:1) durch tropfenweise Zugabe reduziert[117]. 
Top-down- Herstellung von Nanopartikeln durch Laserablation massiven Silbers. Die 
Herstellung von ablatierten Silbernanopartikeln (Probe AgNP4) erfolgte mittels 
Laserablation einer Silberfolie in 4 ml Millipore-Wasser. Dazu wurde ein mit 10 Hz 
gepulster Nd:YAG-Laser (Contiunuum Minilite II) mit einer Laserwellenlänge von 
1064 nm, einer Pulsdauer von 6 ns, einer Wiederholrate von 10 Hz und einer Laserenergie 
von 17,7 mJ / Puls verwendet. Die Bestrahlungszeit betrug zehn Minuten. 
Die Platinnanopartikel wurden über Reduktion von Hexachloroplatinsäure (H2PtCl6) mit 
Glucose und Stärke hergestellt[118]. 
Die Partikelkonzentrationen wurden aus der eingesetzten Menge an Gold bzw. Silber 
unter der Annahme einer vollständigen Umsetzung, der Dichte des Metalls und der Größe 
der Partikel, die aus Transmissionselektronenmikroskopieaufnahmen und Experimenten 
mit dynamischer Lichtstreuung erhalten wurde, bestimmt. Im Fall der über Laserablation 
hergestellten Silbernanopartikel, bei denen die Menge an Silber nicht bekannt ist, wurde 
die Partikelkonzentration nach der von Haiss et al.[91] entwickelten Gleichung aus der 
Extinktion A im UV/Vis-Spektrum abgeschätzt: 
 (26) 
mit dem Radius r der Partikel, der Weglänge der Küvette d, dem Einheitsvolumen V und 
dem Extinktionskoeffizienten Qext. 
Der Extinktionskoeffizient für Silbernanopartikel wurde der Literatur[92] entnommen. 
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3.2 Immobilisierung der Metallnanopartikel auf Glasoberflächen 
Die für die Immobilisierung verwendeten Glasträger wurden zunächst in einer Mischung 
aus Wasserstoffperoxid (30 %, Roth) und Schwefelsäure (J.T. Baker, 95 - 97 %) 
(Volumenverhältnis, 4:1) bei 60°C gereinigt. Anschließend wurden die Träger gründlich 
mit Wasser und Ethanol gespült und bis zur Verwendung in Ethanol (96 % ) aufbewahrt. 
Die Funktionalisierung der Glasträger erfolgte mit einer Mischung aus Linker und dem 
entsprechenden Lösungsmittel (Volumenverhältnis: 4:1) für 30 Minuten bei Raum-
temperatur. Als Linker wurden 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES; 98 %, ABCR), 
3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS; 97 %, Sigma) und 3-Mercaptopropyltri-
methoxysilan (MPTMS, 95 %, ABCR) verwendet. Als Lösungsmittel für die 
Silanisierung mit APTES wurde Wasser verwendet, für APTMS und MPTMS Methanol. 
Nach der Funktionalisierung wurden die Träger für 15 Minuten mit dem entsprechenden 
Lösungsmittel gewaschen, um ungebundene Linkermoleküle zu entfernen. Zur Festigung 
der Bindung zwischen Linker und Glas wurden die Träger zunächst bei Raumtemperatur 
und anschließend bei 120°C für jeweils 10 Minuten getrocknet. Die abgekühlten Träger 
wurden dann für 24 h in der jeweiligen Nanopartikellösung inkubiert und abschließend 
noch einmal mit Wasser gewaschen, um ungebundene Nanopartikel zu entfernen. Die 
fertigen Substrate wurden in Wasser gelagert. 
Für die Funktionalisierung der Glasoberflächen mit MPTMS wurde noch eine weitere 
Funktionalisierungsmethode, vorgeschlagen von Goss et al.[49] verwendet. Dazu wurden 
die sauberen Glassubstrate in einer Mischung von 40 ml 2-Propanol, 1 ml MPTMS und 
1 ml Wasser für 10 Minuten gekocht. Anschließend wurden die Substrate mit 2-Propanol 
gewaschen und bei 110°C für 8 Minuten getrocknet. Diese Prozedur wurde dreimal 
durchgeführt. Nach der letzten Trocknung wurde die Substrate erneut mit 2-Propanol und 
Wasser gewaschen und anschließend 24 h in der Nanopartikellösung inkubiert. 
3.3 Herstellung von Oberflächen mit Nanopartikelmischungen 
Die Herstellung gemischter Gold- und Silbernanopartikeloberflächen erfolgte mit APTES 
analog zur Herstellung der reinen Gold- und Silbersubstrate wie in 3.2 beschrieben. Für 
die Inkubation mit den Nanopartikeln wurde jeweils eine Mischung von Goldnano-
partikellösung und unterschiedlich hergestellten Silbernanopartikellösungen in den in 
Tabelle 3-1 aufgelisteten Volumenverhältnissen verwendet. 
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Tabelle 3-1: Mischungsverhältnisse (Volumina der jeweiligen Nanopartikellösungen und Partikelanzahl) für 
die Herstellung gemischter Gold-Silber-Nanopartikeloberflächen. Abkürzungen: Au(c): Citrat-reduzierte 
Goldnanopartikel, Ag(c): Citrat-reduzierte Silbernanopartikel, Ag(h): Hydroxylamin-reduzierte 
Silbernanopartikel. 
Nanopartikel Volumenverhältnis Mischungsverhältnis 
(Partikelanzahl) 
Au(c), Ag(c) 1:1 ~ 10:1 
Au(c), Ag(h) 1:3 ~ 1:3 
Au(c), Ag(h) 1:1 ~ 1:1 
Au(c), Ag(h) 3:1 ~ 3:1 
Bei der Herstellung gemischter Gold-Silber-Substrate mit p-Aminothiophenol (PATP) 
wurden zunächst Goldnanopartikel mit APTES immobilisiert. Anschließend wurden die 
Nanopartikel durch Inkubation in 10-5 M bzw. 10-6 M wässriger PATP-Lösung für 1 h 
funktionalisiert. Nach Abwaschen der ungebundenen PATP-Moleküle mit Wasser wurden 
die Substrate für 24 h in einer Lösung von Citrat-reduzierten Silbernanopartikeln 
inkubiert. Im Anschluss wurden ungebundene Silbernanopartikel durch Waschen mit 
Wasser entfernt. 
Für die Herstellung der gemischten Gold-Platin-Substrate wurden Glasoberflächen mit 
APTES funktionalisiert und anschließend in einer Mischung von Gold- und Platinnano-
partikeln (mit einem Partikelverhältnis von 1:1) für 24 h inkubiert. 
3.4 Herstellung von SERS-Substraten mittels Elektronenstrahllithographie  
Die Arbeiten mit Elektronenstrahllithographie (electron beam lithography, EBL)wurden 
im Labor von Dr. Kristjan Leosson, (University of Iceland, Rejkjavik, Island) an einem 
Rasterelektronenmikroskop (Leo Supra 25, Zeiss) mit einem EBL-Zusatz (Raith) mit 
einer Beschleunigungsspannung von 10 keV durchgeführt. Die einzelnen Arbeitsschritte 
sind in Abbildung 3-1 schematisch dargestellt. Als Substrate wurden Siliziumwafer 
verwendet, die in einigen Fällen einer thermischen Oxidation unterzogen wurden, um 
einen ca. 100 nm dicken Siliziumdioxidfilm zu erzeugen. Auf die Silziumwafer wurde im 
zweiten Schritt eine Doppelschicht aus Polymethylmethacrylat (PMMA) aufgebracht, in 
der mittels EBL das gewünschte Muster erzeugt wurde. Das Muster legt die Form und 
den Abstand zwischen den Partikeln fest. Anschließend wird zunächst eine dünne (ca. 
2 nm dicke) Chromschicht und darüber eine Schicht von Gold (99,99 %) auf dem 
Polymer mittels Elektronenstrahl abgeschieden. Die Chromschicht dient dem besseren 
Haften des Goldes auf den Siliziumdioxidoberflächen. 
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Im letzten Schritt, dem sogenannten „lift-off“, wird das noch vorhandene Polymer und 
damit die Metallschicht, die sich auf dem Polymer befindet, in Aceton gelöst. 
 
Abbildung 3-1: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte bei der Herstellung von nanostrukturierten 
Oberflächen mit Elektonenstrahllithographie (EBL). 
Durch die Streuung von Elektronen innerhalb der im Herstellungsprozess verwendeten 
Polymermatrix und an dem darunter befindlichen Siliziumwafer, kommt es zu einer Auf-
weitung des Primärstrahls[119]. Dadurch ist der Bereich, der vom Elektronenstrahl beein-
flusst wird, größer als die Breite des Elektronenstrahls und der Abstand zwischen den 
Partikeln auf ein Minimum von 65 nm beschränkt. 
Um den Abstand der Nanostrukturen zu verringern, wurden zunächst Nanostrukturen wie 
oben beschrieben mit einer Höhe von ca. 30 nm auf den Siliziumwafern hergestellt. 
Anschließend wurden auf diese Substrate durch Gleichstrom-Magnetron-Sputtern 
mehrmals dünne Goldschichten (2-6 nm) aufgetragen und nach jeder Auftragung auf ca. 
500°C erhitzt. Das Erhitzen hat zur Folge, dass das aufgebrachte Gold zu kleinen Inseln 
zusammenläuft bzw. sich an den bereits vorhandenen Nanostrukturen anlagert. 
3.5 Charakterisierung der plasmonischen und morphologischen Eigenschaften der 
Nanopartikel in Lösung und auf Oberflächen 
Die UV/Vis-Spektren aller Proben wurden mit einem UV/Vis-NIR Doppelstrahlspektro-
photometer (V-670, Jasco) in einem Wellenlängenbereich von 300 bis 1000 nm 
aufgenommen. Die Messungen der Nanopartikel in Lösung erfolgten in Quartz-Küvetten 
mit 1 cm Weglänge in den in Tabelle 3-2 zusammengefassten Verdünnungen. Für die 
Messung der Substrate wurde ein spezieller Probenhalter zur Messung flächiger Proben 
verwendet. 
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Tabelle 3-2: Verdünnung der Nanopartikellösungen in den Extinktionsmessungen. Probenbezeichnungen: 











Bestimmung des Zeta-Potentials. Für die Zeta-Potentialmessungen wurde ein Zetasizer 
(Malvern Instruments) verwendet. Die Temperatur während der Messung betrug 25°C. 
Die Proben wurden vor dem Beginn der Messungen jeweils für 2 Minuten equilibriert. Es 
wurdenPMMA-Küvetten verwendet. Die Nanopartikellösungen wurden in einem 
Volumenverhältnis von 1:5 mit Wasser verdünnt. Pro Probe wurden drei Messreihen mit 
je 30 Messungen aufgenommen. Die Bestimmung des Zeta-Potentials aus den 
Änderungen der Streuintensitäten erfolgte mit Hilfe des Modells von Smoluchowski[108]. 
Röntgenkleinwinkelstreuung (small angle X-ray scattering, SAXS). Die Röntgen-
kleinwinkelstreuungsmessungen wurden mit einer Kratky-Kamera SAXSess (Anton Paar, 
Österreich) durchgeführt. Das Gerät wurde mit einer gläsernen Feinfokus Röntgenröhre 
bei 40 kV und 50 mA (CuKα, λ = 0.1542 nm) betrieben. Eine fokussierende 
Multischichtoptik und ein Blockkollimator lieferten einen monochromatischen 
Primärstrahl mit einem geringen Hintergrund. Die SAXS-Daten (Intensität als Funktion 
des Streuvektors q) wurden für 2 Minuten mit einem CCD-Detektionssystem in einem q-
Bereich von 0,08 bis 6,0 nm-1 aufgenommen. Für alle Messungen wurde eine 
wiederverwendbare Kapillare benutzt, um ein konstantes Streuvolumen und den gleichen 
Beitrag zum Hintergrundsignal zu gewährleisten. Die erhaltenen Streukurven wurden 
hinsichtlich des Beitrags des Lösungsmittels (Wasser) und der Glaskapillare korrigiert. 
Weiterhin wurden die Daten unter Verwendung des Längenprofils des Primärsstrahls mit 
Hilfe der Software SAXSQuant (Anton Paar) entschmiert. An die Streukurven wurde eine 
Modellfunktion angepasst, in der die Partikel in der Probe als harte Kugeln mit einer 
Schultz-Zimm Größenverteilung angenommen werden. 
Bildgebende Verfahren. Die Transmissionselektronenmikroskopieaufnahmen wurden mit 
einem Tecnai G² 20 S-TWIN (FEI, Hillsboro , USA) aufgenommen. Die Elektronen 
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wurden mit einer LaB6-Kathode erzeugt, die Beschleunigungsspannung betrug 200 keV. 
Für die Messung wurde ein Tropfen der jeweiligen Nanopartikellösung vor der Messung 
auf einem Kupfergitter eingetrocknet, das mit Kohlenstoff beschichtet war. 
Rasterelektronenmikroskopieaufnahmen wurden mit einem Hitachi S-4000 mit kalter 
Feldemmissionskathode als Anregungsquelle aufgenommen. Die Beschleunigungs-
spannung betrug je nach Porbe 15 kV oder 20 kV. Zur Erhöhung der Leitfähigkeit wurden 
die Substrate vor der Untersuchung mit Kohlenstoff bedampft. 
Rasterkraftmikroskopieaufnahmen wurden im Nicht-Kontakt-Modus unter Umgebungs-
bedingungen an einem NanoWizard 2 (JPK Instruments AG, Deutschland) durchgeführt. 
Für die Messungen wurde ein Cantilever aus Silizium (Olympus Corporation, Japan) mit 
einer typischen Resonanzfrequenz von 70 kHz und einer Federkonstanten von ungefähr 
2 N·m-1 verwendet. Es wurden Höhen-, Phasen-, und Amplitudenbilder aufgenommen. 
Die statistische Auswertung der Bilder erfolgte mit Hilfe der Software SPIP (Image 
Metrology A/S, Denmark). 
Rastertunnelmikroskopiemessungen wurden mit einem Rastertunnelmikroskop der Firma 
Molecular Imaging (Tempe, USA) mit einer Wolframspitze (Ø 0.25 mm)durchgeführt. 
Die Spitze wurde durch elektrochemisches Ätzen eines Wolframdrahtes in einer 1 M 
Kaliumhydroxidlösung hergestellt. 
3.6 Raman-Experimente 
Für die Raman-Messungen wurde ein Raman-Mikroskop (LabRamHR, Horiba Jobin-
Yvon) verwendet. Der schematische Aufbau ist in Abbildung 3-2 dargestellt. 
Zur Anregung wurde entweder eine Aluminium:Galliumarsenid-Laserdiode (λ = 785 nm) 
oder ein Helium-Neon-Laser (λ = 633 nm) verwendet. Die Laserintensität wurde jeweils 
durch verschiedene Neutraldichtefilter abgeschwächt. Die Fokussierung des Laserstrahls 
auf der Probe und die Sammlung des von der Probe rückgestreuten Lichts erfolgten mit 
Hilfe eines Mikroskopobjektivs. 
Das Mikroskop verfügt über drei Objektive mit unterschiedlichen Vergrößerungen (10x, 
50x und 100x, Olympus) für die Messung fester Proben und ein Wasserimmer-
sionsobjektiv (60x, Olympus) für Messungen in Flüssigkeiten. Der Durchmesser der 
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Messfläche auf der Probe beträgt bei Verwendung des 60x- Objektivs ca. 1,5 µm. Das 
Fokusvolumen im Tropfen wird auf ca. 10-14 l abgeschätzt. 
 
Abbildung 3-2: Schematischer Aufbau des verwendeten Raman-Mikroskops bestehend aus: Laser, Spiegeln 
(S), Neutraldichtefilter (NDF), Mikroskopobjektiv (MO), positionierbarer Probentisch mit Probe, Notch-
Filter/Kantenfilter (NF/KF), Spektrometer und CCD-Detektor. 
Die Position der Probe kann durch einen computergesteuerten Probentisch genau 
eingestellt werden. Je nach Anregungswellenlänge filtert ein Notch- bzw. Kantenfilter das 
von der Probe elastisch gestreute Rayleigh-Licht heraus. Für die Messungen in dieser 
Arbeit wurde stets ein Gitter mit 300 l·mm-1 verwendet, die Kollimatorlänge betrug 
800 mm. Damit werden mittlere spektrale Auflösungen von 1,7 cm-1 für eine Anregungs-
wellenlänge von 785 nm und von 2,6 cm-1 für eine Anregungswellenlänge von 633 nm 
erreicht. Beim Detektor handelt es sich um eine stickstoffgekühlte CCD-Kamera. Es 
erfolgte eine Frequenzkalibrierung auf die Linie bei 520 cm-1 im Spektrum einer Silizium-
probe. 
3.7 Bestimmung der SERS-Verstärkungsfaktoren 
Die Abschätzung des Verstärkungsfaktors erfolgte anhand der Intensitäten von 
ausgewählten Banden in Mittelwertspektren aus einem SERS-Experiment (ISERS) und 
einem normalen Raman-Experiment (IRS) unter Einbeziehung der unterschiedlichen 
Anzahl Moleküle, die zur Intensität im normalen Raman-Experiment (NRS) und im SERS-
Experiment beitragen (NSERS) nach folgendem Zusammenhang: 




Für die Abschätzung der Verstärkungsfaktoren wurden die Spektren von Kristallviolett 
(CV) sowie von Adenin in wässriger Lösung verwendet. 
Da für Adenin kein normales Raman-Spektrum in wässriger Lösung erhalten werden 
kann, wurde in diesem Fall als Raman-Intensität IRS die Intensität der Bande von 
Methanol verwendet. Für Adenin wurde die Intensität der Ringatemschwingungsbande 
bei 734 cm-1, für Methanol die Intensität der Bande bei 1020 cm-1 und für CV die 
Intensität der C-C-Biegeschwingung der Bande bei 1134 cm-1 und der Ringatem-
schwingungsbande bei 1620 cm-1 bestimmt. 
Abschätzung der Bedeckung der Nanopartikeloberflächen. Zur Abschätzung der 
Bedeckung der Nanopartikeloberflächen wurde zunächst aus dem, mittels TEM 
bestimmten, Partikeldurchmesser und der Partikelkonzentration (Abschnitt 3.1), unter 
Annahme einer kugelförmigen Geometrie, die Gesamtoberfläche der Nanopartikel pro 
Volumeneinheit bestimmt. Der Platzbedarf eines Analytmoleküls auf der Oberfläche 
wurde der Literatur entnommen: Adenin: 0,42 nm2 (Ref.[120]), CV: 4 nm2 (Ref.[121]), 
PATP: 0,19 nm2 (Ref.[122]) und 6-MP: 0,28 nm2 (Ref.[123]). 
3.8 Probenpräparation und Vorgehensweise in den Experimenten zur 
Bestimmung der SERS-Verstärkungsfaktoren. 
Nanopartikel in Lösung. Für die Bestimmung der SERS-Aktivität der Nanopartikel in 
Lösung wurden jeweils 20 µl der Nanopartikellösung mit 2 µl 100 mM 
Natriumchloridlösung (99,99 %, Merck) sowie 2 µl Analytlösung versetzt. Die Konzen-
trationen der Lösungen von Kristallviolett (CV, > 90 %, J.T. Baker) und Adenin (99 %, 
Fluka) betrugen 5·10-6 M für CV bzw. 1·10-5 M für Adenin in den Messungen mit 
Goldnanopartikeln. In den Experimenten mit Silbernanopartikeln wurden1·10-6 M CV 
bzw. 5·10-6 M Adenin eingesetzt. Für die Bestimmung des Verstärkungsfaktors unter 
Verwendung von Adenin wurden der Lösung zusätzlich 10 µl Methanol beigefügt, 
welches auch in Anwesenheit von SERS-aktiven Substraten in jedem Fall ein normales 
Raman-Spektrum liefert. Im Fall von CV wurden die normalen Raman-Spektren zur 
Ermittlung des Verstärkungsfaktors mit einer 10-4 M CV-Lösung aufgenommen. 
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Die Messungen mit CV wurden bei einer Anregungswellenlänge von 633 nm (Laser-
intensität: I = 8,5·104 W·cm-2) und die Messungen mit Adenin bei einer Anregungswellen-
länge von 785 nm (Laserintensität: I = 4,8·104 W·cm-2) durchgeführt. Die Akkumulations-
zeit betrug in allen Fällen 1 s. Es wurden jeweils mehrere Serien von jeweils 30 Spektren 
aufgenommen, die dann für die Bestimmung der Verstärkungsfaktoren gemittelt wurden. 
Immobilisierte Nanopartikel. Die Bestimmung der SERS-Aktivität der immobilisierten 
Nanopartikel erfolgte ausschließlich anhand der Spektren von CV. Dazu wurden 10 µl 
einer 5·10-6 M CV-Lösung auf die Substrate gegeben und auf einer Fläche von 
100 x 100 µm2 (Abstand zwischen den Punkten: 10 µm) SERS-Spektren aufgenommen. 
Die Laserintensität betrug 8,5·103 W·cm-2 und die Akkumulationszeit 1 s. 
Größenabhängigkeit der SERS-Verstärkung. Für die Bestimmung der Größenabhängig-
keit des elektromagnetischen Beitrags zur SERS-Verstärkung von Goldnanopartikeln 
definierter Größe wurden je 20 µl der Lösungen mit Goldnanopartikeln (Radien von 
7,5 nm bis 20 nm, siehe Kapitel 3.1) mit 2 µl 5·10-6 M CV versetzt. Von diesen Lösungen 
wurden dann Spektren gemessen, die Intensitäten der Banden bei 1134 cm-1 und 
1620 cm-1 ausgelesen und jeweils über100 Spektren gemittelt und der Verstärkungsfaktor 
nach Gleichung 27 bestimmt. Die normalen Raman-Spektren von CV wurden mit einer 
10-4 M Lösung aufgenommen. Im Fall der immobilisierten Nanopartikel wurden je 10 µl 
CV im Konzentrationsbereich von 1·10-6 M bis 1·10-5 M auf die Oberfläche gegeben, auf 
einer Fläche von 100 x 100 µm2 im Abstand von 10 µm Spektren aufgenommen und die 
Intensitäten auf jeder Fläche gemittelt. Für alle Experimente wurde eine Anregungs-
wellenlänge von 633 nm und eine Integrationszeit von 1 s verwendet. Die Laserintensität 
betrug 8,5·104 W·cm-2 bei den Messungen mit Nanopartikeln in Lösung und 
8,5·103 W·cm-2 bei den Messungen mit immobilisierten Nanopartikeln. 
3.9 FDTD-Berechnungen der Intensität des lokalen Feldes von plasmonischen 
Nanostrukturen 
Für die Berechnung der Feldintensität wurde die Software FDTD Solutions (Lumerical 
Computational Solutions, Vancouver, Kanada) verwendet, mit der man elektrodyna-
mische Simulationen mittels finiter Differenzen-Methode (finite difference time domain, 
FDTD) vornehmen kann. 




Abbildung 3-3: Schematische Darstellung eines Zylinderdimers mit Durchmesser d und Abstand a und 
zugehörigem Koordinatensystem in den FDTD-Simulationen. 
Als Anregungsquelle wurde eine ebene Welle mit Ausbreitung in z-Richtung und 
Polarisation in x-Richtung und einer Wellenlänge von 633 nm gewählt, diese entspricht 
den Bedingungen in den parallel durchgeführten Experiment (Abbildung 3-3). Die 
Anregungsintensität wurde so gewählt, dass die Intensität des Anregungsfeldes 1 ist, 
sodass die in der Berechnung erhaltenen Feldintensitäten der Feldverstärkung 
entsprechen. Die wellenlängenabhängige Dielektrizitätskonstante von Gold wurde Ref.[92] 
entnommen. Die Größe der Yee-Zellen (siehe Abschnitt 2.6) in der Nähe der Nanopartikel 
wurde auf 1 bzw. 2 nm gesetzt, je nach Abstand zwischen den Nanostrukturen. Für die 
Begrenzung des Simulationsraums wurden 12 perfectly matched layers (PML) verwendet. 
3.10 Bestimmung der Reaktionskonstanten verschiedener Katalysatoren 
Goldsubstrate, hergestellt nach der in Abschnitt 3.2 beschriebenen Methode mit APTES 
als Linker, wurden in 4 ml einer Mischung von 10-4 M Nitrothiophenol und 10-4 M 
2-Naphtalenthiol für 1 Stunde funktionalisiert und anschließend mit Wasser gewaschen. 
Für die Messung wurde ein Tropfen von 20 µl einer Mischung aus Natriumbor-
hydidlösung (10-2 M) und Katalysator auf die Substrate gegeben. Als Katalysatoren 
wurden Kupfer(II)-acteylacetonat (Sigma-Aldrich, ≤ 99,99 %), Nickel (II)-acetylacetonat 
(Sigma-Aldrich, 95 %) und Platinnanopartikel verwendet. Die Konzentrationen der 
Katalysatoren betrugen 0.054 µM (3·1016 Partikel·l-1) für die Platinnanopartikel, 0,5 g·l-1 
für das Kupfer(II)-acetylacetonat und das Nickel-(II)-acetylacetonat. 
Es wurden auch Messungen mit immobilisierten Platinnanopartikeln, welche gemeinsam 
mit den plasmonischen Goldnanopartikeln auf den Oberflächen vorlagen (siehe Abschnitt 
3.3), durchgeführt. Die Oberflächen wurden ebenfalls in 4 ml einer Mischung von 10-4 M 
p-Nitrothiophenol (PNTP) und 10-4 M 2-Naphtalenthiol (2-NT) für 1 Stunde 
funktionalisiert und anschließend mit Wasser gewaschen. Für die Messungen wurde im 
Gegensatz zu den Messungen mit Goldsubstraten nur ein Tropfen 10-2 M Natrium-
borhydridlösung ohne Zugabe eines zusätzlichen Katalysators auf die Substratoberfläche 
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gegeben. Unter Verwendung eines Wasserimmersionsobjektivs wurden alle 2 Sekunden 
Spektren für 1 s aufgenommen (λ = 785 nm, I = 4,8·104 W·cm-2). 
Aus den Spektren wurden die Intensitäten der Signale bei 599 cm-1 von 2-Naphtalenthiol 
und 724 cm-1 von p-Nitrothiophenol (PNTP) zu jedem Zeitpunkt ermittelt, zueinander ins 
Verhältnis gesetzt und daraus die relativen Konzentrationen von PNTP  ermittelt. 
Da Natriumborhydrid im Überschuss zugegeben wurde, wurde eine Kinetik pseudo-erster 
Ordnung angenommen[124,125,126] und die Reaktionskonstanten wie folgt bestimmt: 
 (28) 
Bei Auftragung des natürlichen Logarithmus gegen die Zeit ergibt sich eine Gerade, deren 
Steigung mittels linearer Regression bestimmt werden kann. Die Linearität und die 
Anwendbarkeit einer Kinetik pseudo-erster Ordnung wurde mit dem Linearitätstest nach 
Mandel[127] überprüft. Die Grundlage dieses Tests ist die Annahme, dass die 
Abweichungen der Messwerte von der Kalibriergeraden von einer Nichtlinearität 
herrühren und durch Wahl eines passenderen Regressionsmodells, d.h. einer Funktion 
2. Grades, signifikant verbessert werden können. Für diesen Test werden die Daten mit 
einer Kalibrierfunktion 1. Grades und einer Kalibrierfunktion 2. Grades angepasst und die 
jeweiligen, zugehörigen Reststandardabweichungen (  und ) berechnet. Aus den 
Reststandardabweichungen wird die Differenz der Varianzen  
 (29) 
und daraus der Prüfwert PW für den F-Test 
 (30) 
berechnet, wobei N die Anzahl der Messpunkte ist. 
Ist der Prüfwert kleiner als der Tabellenwert F (f1 = 1, f2 = N-3, P = 99 %), wird durch die 
Kalibrierfunktion 2. Grades keine signifikant bessere Anpassung erreicht und der Verlauf 
der Messwerte kann als linear angenommen werden. 
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Parallel wurden die katalysierten Reaktionen auch anhand von Extinktionsmessungen 
beobachtet. Die UV/Vis-Messungen wurden mit einem UV/Vis-NIR Doppelstrahlspektro-
photometer (V-670, Jasco) in einem Wellenlängenbereich von 200 bis 600 nm in Quartz-
Küvetten mit 1 cm Weglänge aufgenommen. Dafür wurden 500 µl 10-4 M Nitrothio-
phenollösung mit 50 µl 0,1 M Natriumborhydridlösung und dem jeweiligen Katalysator 
versetzt. Die Katalysatorkonzentrationen entsprachen denen in den SERS-Experimenten. 
Über einen Zeitraum von 60 Minuten wurde jede Minute ein Spektrum aufgenommen und 
die Intensität der Bande bei 408 nm des Nitrothiophenols ermittelt. Da Natriumborhydrid 
im Überschuss hinzugefügt wurde, konnte auch hier eine Kinetik pseudo-erster Ordnung 
angenommen werden und die Bestimmung der Reaktionskonstanten aus den Daten 
erfolgte nach Gleichung 28 analog zur Auswertung der SERS-Daten. 
3.11 SERS-Experimente mit Norepinephrin 
Für die Messung von Norepinephrin wurden Silbersubstrate verwendet, die durch 
Immobilisierung von Hydroxylamin-reduzierten Silbernanopartikeln (AgNP3, siehe 3.1) 
mit APTES hergestellt wurden. Die Funktionalisierung der Substrate mit Cysteamin (≥ 
98 %, Sigma) erfolgte durch einstündige Inkubation in 20 mM Cysteaminlösung. Für die 
Funktionalisierung der Substrate mit Glutaraldehyd (Grade I, 25 %, Sigma) wurden diese 
für 16 h in einer dreiprozentigen Glutaraldehydlösung in 0,1 M Phosphatpuffer (pH = 8,2) 
inkubiert. Nach der Funktionalisierung wurden die Substrate jeweils mit Wasser bzw. 
Phosphatpuffer gewaschen, um überschüssiges Funktionalisierungsreagenz zu entfernen. 
Die Anbindung des Norepinephrins (97 %, Sigma) an die Glutaraldehyd-
funktionalisierten Substrate erfolgte durch Inkubation der Substrate in einer Norepine-
phrinlösung in 0,1 M Phosphatpuffer (pH = 8,2) für eine Stunde. Die Konzentration der 
Norepinephrinlösung wurde dabei über den Bereich von 10-4 M – 10-7 M variiert. 
Die SERS-Messungen wurden mit dem Wasserimmersionsobjektiv bei einer Anregungs-
wellenlänge von 785 nm durchgeführt, indem ein Tropfen einer 0,1 M Phosphatpuffer-
lösung auf das Substrat gegeben wurde und jeweils auf einer Fläche von 100 x 100 µm2 
(Abstand zwischen den Messpunkten: 10 µm) Spektren aufgenommen wurden. Die 
Laserintensität betrug 4,8·104 W·cm-2 und die Integrationszeit 1 s. 
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3.12 SERS-Experimente mit wässrigen Extrakten von Pollen 
Wässrige Pollenextrakte verschiedener Arten, Populus nigra ‘Italica’ (Schwarzpappel), 
Secale cereale (Roggen), Betula occidentalis (Wasserbirke), Artemisia tridentata 
(Wüstensalbei) (alle Sigma), wurden durch Überschichten einer kleinen Menge der 
jeweiligen Pollenkörner (ca. 0.5 mg) mit 100 µl deionisiertem Wasser (18,2 MΩ) für 
10 Minuten und anschließender Zentrifugation erhalten. 
Für SERS-Messungen mit Goldnanoaggregaten in Lösung wurden 2 µl des Überstandes 
mit 20 µl der Nanopartikellösung und 2 µl 100 mM Natriumchloridlösung gemischt. Von 
jeder Probe wurden 100 Spektren aufgenommen. Für Messungen auf den mit APTES 
immobilisierten Goldnanopartikeln wurden jeweils 10 µl des Extraktes auf die 
Oberflächen gegeben. Anschließend wurden Spektren auf einer Fläche von 100 x 100 µm 
gemessen (Abstand zwischen den Messpunkten: 10 µm). Die Spektren wurden bei einer 
Wellenlänge von 785 nm mit einer Laserintensität von 2,4·105 W·cm5 im Fall der 
Messungen mit Nanopartikeln in Lösung und 4,8·104 W·cm-2 bei den Messungen mit 
immobilisierten Nanopartikeln verwendet. Die Integrationszeit betrug 1 s. 
Nach der Messung wurden die 100 Spektren jedes Datensatzes gemittelt und die 
Standardabweichung bestimmt. Für die Clusteranalyse und die Hauptkomponenten-
analyse wurden die gemittelten Spektren zudem einer Basislinienkorrektur und einer 
Vektornormierung unterzogen. Es wurden alle Datenpunkte im Spektralbereich von 
400 cm-1 – 1700 cm-1 einbezogen. Die Gruppierung der Spektren mittels Clusteranalyse 
erfolgte anhand der euklidischen Abstände (Gleichung 31) unter Verwendung des Ward-
Algorithmus (Gleichung 32). 
 (31) 
 (32) 
3.13 Bestimmung der Thiopurin-S-Methyltransferaseaktivität 
Für die Bestimmung der Thiopurin-S-Methyltransferaseaktivität wurden mit APTES 
immobilisierte, Hydroxylamin-reduzierte Silbernanopartikel verwendet. Die Funktiona-
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lisierung der Substrate erfolgte durch Inkubation in 4 ml einer 10-5 M 6-Mercapto-
purinlösung (6-MP, 98 %, ABCR) für 1 h und anschließendes Waschen mit Wasser. Für 
die Kalibrierung wurden zudem Substrate mit 10-5 M 6-Methylmercaptopurinlösung 
(6-MMP, 97 %, Alfa Aesar) sowie einer 1:1-Mischung (V/V) von 6-MP und 6-MMP 
(jeweils 10-5 M) funktionalisiert. Für die Untersuchung der Enzymaktivität wurden zwei 
Ansätze präpariert. Im ersten Ansatz wurden die Substrate wie oben beschrieben mit 6-
MP funktionalisiert und anschließend in 2 ml einer Mischung von 0,1 M Kalium-
dihydrogenphosphatlösung (KH2PO4), S-Adenosyl-L-methionin (10-4 M) und 6 µl Thio-
purin-S-Methyltransferase (1 mg·ml-1, ProSpec) für 24 h bei 37°C inkubiert und 
anschließend mit Wasser gewaschen. Im zweiten Ansatz wurde die gleiche Mischung aus 
KH2PO4, S-Adenosylmethionin und Enzym wie im ersten Ansatz verwendet. Allerdings 
wurde das 6-MP (Endkonzentration: 10-5 M) direkt zur Mischung gegeben und diese 
Mischung dann ebenfalls für 24 h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die Mischung 
für 1 h auf eine unfunktionalisierte Oberfläche mit Silbernanopartikeln gegeben. Nach der 
Funktionalisierung wurde mit Wasser gewaschen. 
Die SERS-Messungen erfolgten in wässriger Lösung unter Verwendung eines Wasser-
immersionsobjektivs unter Verwendung einer Anregungswellenlänge von 785 nm und 
einer Anregungsintensität von 4,8·104 W·cm-2. Pro Substrat wurden auf einer Fläche von 
100 x 100 µm2 xy-Scans mit einer Schrittweite von 10 µm aufgenommen. Die Inte-
grationszeit pro Messpunkt betrug 1 s. Anschließend wurden die Intensitäten der C-S-
Streckschwingung bei 434 cm-1 und der Ringschwingung bei 546 cm-1 [128] bestimmt, 
gemittelt und zueinander ins Verhältnis gesetzt. 
Es wurde eine Probe für HPLC-MS-Untersuchungen nach dem Protokoll für den zweiten 
Ansatz (siehe oben) hergestellt. Für die HPLC-Trennung der Substanzen wurde ein 
Flüssigchromatograph (Agilent 1200) mit einer C-18-Ether-Trennsäule (Varian Polaris 3, 
150x1 mm) und einer C-18-Vorsäule eingesetzt. Von jeder Probe wurde ein Volumen von 
8 µl injiziert und anschließend mit einer Mischung der Eluenten A (95% Wasser, 4,9 % 
Methanol, 0,1 % Ameisensäure (V/V/V)) und B (99.9 % Methanol, 0,1 % Ameisensäure 
(V/V)) und einer Flußrate von 30 µl·min-1 eluiert. Dabei wurde ein Lösungsmittelgradient 
(0 – 20 Minuten 0 – 20 % B) verwendet und abschließend mit 95 % des Eluenten B 
gewaschen. Die Detektion erfolgte über ein Massenspektrometer mit linearer Ionenfalle 
(LTQ, Thermo Scientific). 
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4. Gold und Silbernanopartikel als SERS-Substrate 
Für die SERS-Spektroskopie werden vor allem Nanostrukturen aus Gold und Silber 
verwendet, da sie neben Kupfer die Metalle sind, deren Plasmonenbande im sichtbaren 
Spektralbereich liegen und damit eine Anregung mit sichtbarem Licht ermöglichen. 
Kupfernanostrukturen haben den Nachteil, dass sie sehr oxidationsempfindlich sind[129,130] 
und finden daher kaum Anwendung. 
In diesem Abschnitt der Arbeit werden die plasmonischen und morphologischen Eigen-
schaften von Nanopartikeln in Lösung und deren Einfluss auf die Eigenschaften im 
SERS-Experiment diskutiert. Es ist bekannt, dass die Größe, Form, Oberflächenladung 
und Polydispersität von Gold- und Silbernanopartikeln von der Herstellungsmethode und 
den Reaktionsbedingungen (Temperatur, Konzentration des Reduktionsmittels, Art des 
Reduktionsmittels, Laserleistung, Laserwellenlänge und Bestrahlungszeit) ab-
hängt[99,115,131,132]. Für die Herstellung von Gold- und Silbernanopartikeln gibt es zahl-
reiche Verfahren, wie z.B. Laserablation[133], photochemische Reduktion[134] und 
chemische Reduktion. Die am häufigsten verwendete Methode ist die chemische 
Reduktion von Gold- bzw. Silbersalzen mit verschiedenen Reduktionsmitteln wie 
Natriumcitrat[24,113,114], Natriumborhydrid[117], Hydroxylamin[116] oder auch unter Ver-
wendung von Polymerlösungen[135]. Während bei den durch chemische Reduktion herge-
stellten Nanopartikeln ein Überschuss an Reduktionsmittel verwendet wird, der durch 
Bildung einer elektrochemischen Doppelschicht auch zur Stabilisierung der Nanopartikel 
führt[136], werden bei der Laserablation in der Regel keine stabilisierenden Reagenzien 
hinzugefügt. Die Stabilisierung der Nanopartikel erfolgt in diesem Fall durch Oxid und 
Hydroxidspezies, die sich während der Laserablation an der Oberfläche bilden[137,138]. 
Für systematische Untersuchungen ist die Verwendung von Partikeln unterschiedlicher 
Größen und mit verschiedenen Oberflächeneigenschaften von Interesse. 
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4.1 Plasmonische und morphologische Eigenschaften unterschiedlich hergestellter 
Gold- und Silbernanopartikel 
 
Abbildung 4-1: Extinktionsspektren der unterschiedlichen a) Gold- und b) Silbernanopartikel in Lösung. 
Es wurden unterschiedliche Nanopartikel hergestellt. Dazu zählen Gold- und Silbernano-
partikel, welche mit Bottom-Up-Verfahren, wie der Reduktion mit Natriumcitrat, 
Hydroxylamin und Natriumborhydrid, hergestellt wurden und auch Partikel, die mittels 
Laserablation, d.h. Top-Down-Methoden gewonnen wurden. Zunächst wurden die 
Partikel bezüglich ihrer plasmonischen und morphologischen Eigenschaften charakteri-
siert. In Abbildung 4-1 sind die Extinktionspektren der Nanopartikel in Lösung gezeigt. 
Sie weisen die für Gold- und Silbernanopartikel typischen Plasmonenbanden mit Extink-
tionsmaxima bei ca. 520 nm für Gold (Abbildung 4-1 a) und ca. 400 nm für Silber 
(Abbildung 4-1 b) auf. Abbildung 4-2 enthält repräsentative TEM-Aufnahmen der 
meisten der hergestellten Nanopartikel und die jeweiligen Größenverteilungen. Die aus 
den TEM-Aufnahmen bestimmten Partikeldurchmesser und die Partikelkonzentrationen 
sind in Tabelle 4-1 zusammengefasst. Wie Tabelle 4-1 zeigt, sind die Extinktionsmaxima 
der drei verschiedenen Nanopartikellösungen unterschiedlich, was nach der Mie-
Theorie[69] auf unterschiedliche Größen der Nanopartikel schließen lässt. Der Vergleich 
der TEM-Aufnahmen in Abbildung 4-2, d und e und der zugehörigen Größenverteilungen 
bestätigt, dass die zu kleineren Wellenlängen verschobene Plasmonenbande bei Au-NP3 
tatsächlich durch eine geringere Größe der Nanopartikel erklärt werden kann. Während 
beim AuNP1 die Partikel eine Größe von ca. 30 nm aufweisen (Abbildung 4-2 d und D), 
sind die Partikel beim Au-NP3 durchschnittlich 15 nm groß (Abbildung 4-2 e und E). 
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Tabelle 4-1: Extinktionsmaxima, Durchmesser, Partikelkonzentration und Verstärkungsfaktor verschiedener 
Gold- und Silbernanopartikel. Die Partikeldurchmesser d wurden aus TEM-Aufnahmen ermittelt. Die 
Partikelkonzentrationen wurden, wie in Abschnitt 3.5 erläutert, bestimmt. Die Bestimmung der 
Verstärkungsfaktoren (EF) erfolgte mit CV und für einige Nanopartikel auch mit Adenin/Methanol (Werte 
in Klammern). 







Au-NP1 Reduktion mit Citrat[24] 531 29 ± 5 3·1014 4·10
3 
(2·107) 
Au-NP2 Reduktion mit Citrat[113] 523 - 7·10
14 9·102 
Au-NP3 Reduktion mit Citrat[114] 519 16 ± 3 6·10
15 9·101 
Ag-NP1 Reduktion mit Citrat[24] 469 86 ± 23 3·1013 1·10
3 
(2·106) 
Ag-NP2 *Reduktion mit Hydroxylamin[116] 422 53 ± 22 1·10
14 5·103 
(5·107) 
Ag-NP3 *Reduktion mit Hydroxylamin[116] 397 - 3·10
14 9·103 
Ag-NP4 Laserablation 396 26 ± 11 9·1013 3·102 
Ag-NP5 Reduktion mit Natriumborhydrid[139] 388 - 9·10
13 1·103 
*Hierfür wurden die Reaktionsbedingungen leicht modifiziert (siehe Abschnitt 3.1). 
      
Das Extinktionsmaximum der laserablatierten Silbernanopartikel (AgNP4) liegt bei 
396 nm (Abbildung 4-1). Die Partikel sind überwiegend sphärisch mit einem mittleren 
Durchmesser von 20 nm (Abbildung 4-2 c und C). Die Extinktionsspektren der anderen 
Silbernanopartikel unterscheiden sich dagegen sehr stark, je nach Herstellungsmethode 
und Reaktionsbedingungen. Das Extinktionsspektrum der durch Citratreduktion herge-
stellte AgNP1 weist ein Maximum bei 469 nm und eine sehr breite Extinktionsbande auf, 
während die Banden der Nanopartikel von AgNP3 und AgNP5 (Reduktion mit Hydroxyl-
amin bzw. Natriumborhydrid) schmal sind (Abbildung 4-1). 




Abbildung 4-2: TEM-Aufnahmen von a) Citrat-reduzierten Silbernanopartikeln (AgNP1), b) Hydroxyl-
amin-reduzierten Silbernanopartikeln (AgNP2), c) laserablatierten Silbernanopartikeln (AgNP4) und d) 
Citrat-reduzierten Goldnanopartikeln (AuNP1), e) Citrat-reduzierten Goldnanopartikeln (AuNP3) und die 
daraus ermittelten Größenverteilungen (A-E, gleiche Reihenfolge). 
Wie die TEM-Aufnahmen belegen, sind die Nanopartikel im AgNP1 (Citratreduktion) 
sehr groß und weisen vielfältige Formen auf (Abbildung 4-2 a und A), anders als die eher 
sphärischen Partikel in AgNP2 (Abbildung 4-2 b und B). Bei nicht-sphärischen Partikeln 
kommt es zum Einen zu unterschiedlichen Resonanzen in Abhängigkeit der Orientierung 
des Partikels zur Polarisationsrichtung des elektromagnetischen Feldes[140]. Zum Anderen 
können insbesondere in stäbchenförmigen Partikeln verschiedene plasmonische Moden 
beobachtet werden[141]. Beide Effekte führen zu einer Verbreiterung der Plasmonenbande. 
Die unterschiedliche Polydispersität der Nanopartikel lässt sich vermutlich auf unter-
schiedliche Bildungsgeschwindigkeiten zurückführen. 
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Die Reduktion mit Natriumborhydrid und Hydroxylamin finden bei Raumtemperatur statt 
und die Nanopartikelbildung verläuft sehr schnell. Die Reduktion mit Natriumcitrat 
erfordert ein Aufheizen der Lösung auf 100°C. Im Fall der Hydroxylaminreduktion, die 
unter verschiedenen Bedingungen durchgeführt wurde, hängt die Breite der 
Extinktionsbande von der Reihenfolge der Zugabe der Reaktanden ab (Vergleich NP2 und 
NP3 in Abbildung 4-1 und Tabelle 4-1). 
Die Polydispersität steht in direktem Zusammenhang mit der Möglichkeit, SERS-
Substrate reproduzierbar herzustellen und reproduzierbare Verstärkungen im SERS-
Experiment zu erhalten. Aufgrund der Abhängigkeit der SERS-Verstärkung von der Form 
und Größe der Nanostrukturen[5,142,143], kann die Reproduzierbarkeit der SERS-Signale im 
Fall einer hohen Polydispersität der Nanopartikel geringer sein. Theoretische und 
experimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass zwischen unterschiedlich großen 
Nanopartikeln, die in einer Kette angeordnet sind (sogenannte „Nanolinsen“) lokal 
besonders hohe elektromagnetische Felder und damit hohe SERS-Verstärkungen auftreten 
können[35,144,145], wodurch eine hohe Polydispersität auch Vorteile haben kann. Für die 
Konstruktion flächiger SERS-Substrate in analytischen Fragestellungen sind jedoch 
reproduzierbare Signale und eine wiederholbare Herstellung bedeutsamer, als eine nicht 
reproduzierbare, nicht homogen verteilte, extrem hohe Verstärkung. 
Die durch Aggregation beeinflussten plasmonischen Eigenschaften der Nanopartikel, 
welche einen zentralen Aspekt beim Verständnis der SERS-Verstärkung und dieser Arbeit 
darstellen, wurden in den folgenden Kapiteln ausführlicher untersucht (siehe Abschnitte 
4.3, 5.1 und 5.3). 
4.2 Verstärkungsfaktoren der Nanopartikel in Lösung 
Der Verstärkungsfaktor der unterschiedlichen Nanopartikel wurde sowohl mit Hilfe von 
Kristallviolett (CV) als auch für einige Nanopartikel mit Adenin und Methanol bestimmt. 
Adenin und CV sind bereits vielfach mit SERS untersucht worden[121,146,147,148,149,150], 
sodass ihre Wechselwirkung mit der Metalloberfläche und die Orientierung auf der 
Metalloberfläche bekannt sind. CV hat gegenüber Adenin den Vorteil, dass bei präre-
sonanter Anregung sowohl ein normales Raman- als auch ein SERS-Spektrum aufge-
nommen werden kann. Dadurch kann eine Überbestimmung des Verstärkungsfaktors 
aufgrund der unterschiedlichen Streuquerschnitte von Methanol und Adenin vermieden 
werden (siehe Kapitel 2.4). 
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Die Bestimmung der Verstärkungsfaktoren erfolgten anhand der Intensitäten der Ring-
atemschwingungsbanden von Adenin[149] bei 736 cm-1 (Abbildung 4-3 b) und CV[147] bei 
1620 cm-1 (Abbildung 4-3 b). Als Referenz für das normale Raman-Signal wurde im Falle 
des Adenins die Intensität der Methanolbande bei 1020 cm-1 (Abbildung 4-3 a) ver-
wendet. 
 
Abbildung 4-3: SERS-Spektren von a) 5·10-7 M Adenin und 8,2 M Methanol und b) 5·10-7 M CV auf Citrat-
reduzierten Goldnanoaggregaten (a) λ = 785 nm, I = 8·104 W·cm-2, 1 s und b) λ = 633 nm, 
I = 2,7·104 W·cm-2, 1 s). 
Die Verstärkungsfaktoren sind in der letzten Spalten von Tabelle 4-1 aufgelistet. Bei der 
Bestimmung mit CV zeigen die Nanopartikel Verstärkungsfaktoren zwischen 102 und 104 
auf, wobei die Citrat-reduzierten Goldnanopartikel, die nach der Methode von Horis-
berger[114] hergestellt wurden (AuNP3), und die laserablatierten Silbernanopartikel 
(AgNP4) die kleinsten Verstärkungsfaktoren aufweisen (Tabelle 4-1). Die mit 
Adenin/Methanol erhaltenen Verstärkungsfaktoren sind um ca. drei Größenordnungen 
höher. Dies illustriert deutlich, wie bereits in Kapitel 2.4 diskutiert, dass der Verstärkungs-
faktor vom gewählten System abhängt. Die mit Adenin/Methanol bestimmten Ver-
stärkungsfaktoren (Tabelle 4-1) stimmen gut mit den in der Literatur beschriebenen 
Verstärkungsfaktoren für Gold- und Silbernanopartikel in Lösung von 106 - 108 über-
ein[88,151]. Vergleicht man die Verstärkungsfaktoren der hergestellten Nanopartikel unter-
einander, so erkennt man, dass sie für Gold und Silber sehr ähnlich sind, aber von der 
Herstellungsmethode und den Reaktionsbedingungen abhängen. Bei den Goldnano-
partikeln nimmt der Verstärkungsfaktor mit zunehmender Citratmenge beim Herstellungs-
prozess ab. 


















































Gold und Silbernanopartikel als SERS-Substrate 
 
55 
Das kann zum Einen durch ein unterschiedliches Aggregationsverhalten und zum 
Anderen durch eine verschlechterte Zugänglichkeit der Oberfläche für das Analyt-
molekül, aufgrund stärkerer Bedeckung mit Citrationen, erklärt werden. 
Bei den Silbernanopartikeln erhält man für die, durch chemische Reduktion hergestellten, 
Partikel sehr ähnliche Verstärkungsfaktoren (Tabelle 4-1). Die mittels Laserablation 
hergestellten Partikel weisen hingegen einen niedrigeren Verstärkungsfaktor auf. 
Ähnliche Ergebnisse wurden auch von Cañamares et al.[152] beim Vergleich der SERS-
Aktivität unterschiedlich hergestellter Silbernanopartikel erhalten. Sie begründeten die 
niedrige SERS-Aktivität der laserablatierten Silbernanopartikel mit einer geringeren 
Stabilität der Nanopartikel aufgrund fehlender Oberflächenladung. Es ist jedoch bekannt, 
dass sich auf der Oberfläche von laserablatierten Nanopartikeln Oxid- und Hydroxid-
spezies befinden, die die Nanopartikel stabilisieren104, 105. Zeta-Potenzialmessungen mit 
den Nanopartikeln von AgNP4 (Tabelle 4-1) bestätigen, dass die Oberfläche der Partikel 
negativ geladen ist. Das Zeta-Potenzial ist mit -44 ± 2 mV ähnlich groß, wie das der 
chemisch reduzierten Silbernanopartikel (AgNP1: -36 ± 2 mV und AgNP2: -32 ± 1 mV). 
Dies bedeutet, dass die geringe SERS-Aktivität nicht durch eine geringere Oberflächen-
ladung begründet werden kann. Die laserablatierten Nanopartikel sind mit einem Durch-
messer von 26 nm deutlich kleiner als die chemisch reduzierten Nanopartikel (siehe 
Abbildung 4-2 mit zugehörigen Größenverteilungen). Neben einem geänderten Aggre-
gationsverhalten, welches in Abschnitt 5.1 noch diskutiert werden wird, könnte also die 
geringere Größe den Unterschied in der Verstärkung erklären. 
4.3 Untersuchung der Größenabhängigkeit der SERS-Verstärkung von 
Goldnanopartikeln in Lösung 
Wie aus den Ergebnissen der beiden vorherigen Abschnitte hervorgeht, können die 
Oberflächeneigenschaften und die Größe der Nanopartikel einen Einfluss auf die SERS-
Verstärkung haben. Durch gezielte Untersuchungen zum Wachstum von Goldnano-
partikeln mittels SAXS und XANES ist es der Gruppe von F. Emmerling gelungen, eine 
Methode zu entwickeln, die es ermöglicht, Goldnanopartikel definierter Größe und mit 
geringer Polydispersität unter Verwendung von Natriumcitrat herzustellen[104]. Damit 
konnte erstmalig die Größenabhängigkeit des elektromagnetischen Beitrags zur SERS-
Verstärkung von Goldnanopartikeln in Lösung im Experiment bestimmt werden. Die 
Ergebnisse werden in diesem Abschnitt der Arbeit diskutiert. 
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Bisher war die Herstellung monodisperser Nanopartikel definierter Größe nur unter 
Verwendung eines weiteren Stabilisierungsreagenzes, wie z.B. 2-Mercaptobernsteinsäure 
oder Ascorbinsäure möglich[153,154,155], wodurch die Oberflächeneigenschaften für 
verschiedene Größen variieren. 
Kenntnisse über den Zusammenhang des Beitrags der elektromagnetischen Verstärkung 
zur Gesamtverstärkung im SERS-Experiment in Abhängigkeit der Nanopartikelgröße sind 
für die Entwicklung neuer und reproduzierbarer SERS-Substrate wichtig. Zu diesem 
Thema gibt es bereits zahlreiche theoretische[5,16,57,140,156], sowie einige experimen-
telle[17,157,158] Arbeiten. Die meisten der experimentellen Arbeiten wurden jedoch an 
Nanopartikelarrays durchgeführt. Untersuchungen auf Arrays haben den Nachteil, dass 
neben dem Einfluss durch die Größe auch Wechselwirkungen zwischen den Partikeln, die 
durch die Nähe der Partikel zueinander in solchen Arrays zustande kommen, eine Rolle 
für die Verteilung des lokalen Feldes spielen[71,159,160,161,162]. Zudem werden viele SERS-
Untersuchungen in Lösung durchgeführt, weshalb es von Interesse ist, die Größen-
abhängigkeit des elektromagnetischen Beitrags zur Verstärkung im SERS-Experiment mit 
Nanopartikeln in Lösung zu untersuchen. 
Für die Untersuchungen wurden Goldnanopartikel mit Radien von 7, 5 nm, 10 nm, 
12,5 nm, 15 nm, 17,5 nm und 20 nm verwendet, die nach der in der Arbeitsgruppe von F. 
Emmerling[104] entwickelten Methode durch Aufwachsen auf monodispersen Goldnano-
partikeln von 7,5 nm Radius hergestellt wurden. Sowohl für die Synthese der Seed-
Partikel als auch für den Aufwachsprozess wird dabei ausschließlich Natriumcitrat als 
Reduktionsmittel verwendet, sodass die Oberflächeneigenschaften der Nanopartikel 
unterschiedlicher Größe sehr ähnlich sind. Identische Oberflächeneigenschaften sind eine 
wesentliche Voraussetzung, um eine spezifische Wechselwirkung des Moleküls mit der 
Oberfläche als Ursache für eine geänderte SERS-Verstärkung auszuschließen und so den 
elektromagnetischen Beitrag zur SERS-Verstärkung untersuchen zu können. 
Durch die Wechselwirkung von Analyt und Metalloberfläche wird sowohl die chemische 
Verstärkung als auch die Anzahl an Molekülen, die am SERS-Prozess teilnehmen beein-
flusst. Je stärker die Oberfläche von stabilisierenden Ionen besetzt ist und je stärker die 
Wechselwirkung zwischen den Ionen und der Metalloberfläche ist, desto weniger Analyt-
moleküle können binden. 
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Wie bereits erwähnt, spielt die Kopplung der Felder von Nanopartikeln für die Verteilung 
der Felder eine wesentliche Rolle. Soll nun die Verstärkung eines einzelnen, freien 
Partikels im Experiment betrachtet werden, muss das Experiment unter Bedingungen 
durchgeführt werden, in denen keine Aggregation der Partikel stattfinden kann. Es muss 
also ein Analytmolekül gefunden werden, welches bei Zugabe zur Nanopartikellösung 
nicht zu einer Aggregation der Nanopartikel führt, da sonst neben der Größe weitere Ein-
flüsse, wie Ausmaß der Aggregation und Morphologie der Aggregate, eine Rolle 
spielen[36]. 
 
Abbildung 4-4: Strukturformeln von Adenin, Kristallviolett und p-Aminothiophenol. 
Gleichzeitig sollte, wie im vorherigen Abschnitt 4.2 diskutiert eine Überbestimmung des 
Verstärkungsfaktors vermieden werden. Aus diesem Grund bietet sich auch hier ein 
Molekül an, für das unter ähnlichen experimentellen Bedingungen, d.h. in wässriger 
Lösung, sowohl ein normales Raman- als auch ein SERS-Spektrum aufgenommen 
werden kann. Um das wesentlichere der beiden Kriterien, nämlich keine Aggregation, zu 
erfüllen, wurden neben bereits im Abschnitt 4.2 durchgeführten Experimenten mit Kris-
tallviolett (CV) auch Experimente mit Adenin und p-Aminothiophenol (PATP) 
(Abbildung 4-6) durchgeführt. Alle Moleküle sind bereits vielfach mit SERS untersucht 
worden[88,147,149,150,163,164] und weisen unterschiedliche Wechselwirkungsmechanismen mit 
der Metalloberfläche auf. Das PATP bindet kovalent über die Thiogruppe an die Metall-
oberfläche[163], während beim Adenin die Wechselwirkung über den Purinstickstoff (N7, 
Abbildung 4-4) und die exozyklische Aminogruppe stattfindet[150]. Die Wechselwirkung 
zwischen CV und der Metalloberfläche findet vermutlich durch die Pyridinstickstoffe statt 
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Diese schwache Wechselwirkung von CV mit der Metalloberfläche und der damit zu 
erwartende geringe Beitrag der chemischen Verstärkung lassen CV besonders geeignet für 
die Experimente erscheinen. Es wurden nun Untersuchungen durchgeführt, um sicher zu 
stellen, dass die SERS-Experimente an einzelnen, isolierten Nanopartikeln stattfanden. 
Die Eigenschaften der Nanopartikel sind in Tabelle 4-2 zusammengefasst. Die Poly-
dispersität und die Größe der Nanopartikel wurden mit Röntgenkleinwinkelstreuung und 
Transmissionselektronenmikroskopie bestimmt. Die Nanopartikel weisen eine sehr kleine 
Polydispersität von 12 % auf, sodass sie gut geeignet sind, die Abhängigkeit der SERS-
Verstärkung von der Größe der Nanopartikel zu untersuchen. Abbildung 4-5 zeigt 
Extinktionsspektren der Nanopartikel mit verschiedenen Radien. Das Extinktions-
maximum der Nanopartikel nimmt mit zunehmender Größe zu (Abbildung 4-5 a), was in 
guter Übereinstimmung mit der Theorie und vorherigen Arbeiten ist[91,93,165,166]. 
 
Abbildung 4-5: Extinktionsspektren von monodispersen, Citrat-reduzierten Goldnanopartikeln mit einem 
Radius von 7,5 nm bis 20 nm a) vor und b) nach Zugabe von 5·10-6 M CV. 
  































Abbildung 4-6: Extinktionsspektren von monodispersen, Citrat-reduzierten Goldnanopartikeln mit einem 
Radius von 7,5 nm bis 20 nm nach Zugabe von a) 10-4 M PATP und b) 10-5 M Adenin. 
Aufgrund der Synthesebedingungen nimmt die Nanopartikelkonzentration mit zunehmen-
der Größe ab (Tabelle 4-2). Es wurde eine Konzentration gewählt, bei der eine vollstän-
dige Bedeckung der Oberfläche erreicht war, um eine mögliche Erhöhung des SERS-
Signals lediglich durch eine höhere Anzahl an Molekülen auf der Nanopartikeloberfläche 
auszuschließen. 
Tabelle 4-2: Extinktionsmaxima λmax, Partikelkonzentrationen und Bedeckungsgrad der Partikel mit Analyt 
bei Zugabe von 5·10-6 M CV, 5·10-5 M Adenin und 10-4 M PATP für monodisperse Citrat-reduzierte 
Goldnanopartikel mit einem Radius von 7,5 nm bis 20 nm. Die Partikelkonzentrationen und der 








Partikel / Volumen 
Oberflächenbedeckung 
mit Analyt 
  [Partikel / Liter] [nm2 / Liter] CV Adenin PATP 
7,5 520 ± 1,5 1,4·1015 1,0·1019 118 % 124 % 112 % 
10 521 ± 1,5 8,6·1014 1,1·1019 112 % 143 % 129 % 
12,5 523 ± 1,5 5,1·1014 1,0·1019 120 % 132 % 119 % 
15 526 ± 1,5 3,2·1014 9,1·1018 133 % 147 % 133 % 
17,5 527 ± 1,5 2,1·1014 8,1·1018 149 % 163 % 147 % 
20 529 ± 1,5 1,4·1014 7,3·1018 166 % 173 % 156 % 
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Nach Abschätzung der Partikeloberflächen (Tabelle 4-2) aus den über SAXS ermittelten 
Größen und der Partikelkonzentration, lässt sich eine vollständige Bedeckung mit CV bei 
einer Konzentration von 5·10-6 M, mit Adenin bei einer Konzentration von 5·10-5 M und 
mit PATP bei einer Konzentration von 1·10-4 M erreichen (Tabelle 4-2).  
Abbildung 4-7 zeigt die im Experiment mit CV ermittelten Verstärkungsfaktoren in 
Abhängigkeit vom Partikelradius. Es wird eine Zunahme des Verstärkungsfaktors mit 
steigendem Partikelradius von ca. 40 für die Partikel mit einem Radius von 7,5 nm bis 
3400 für die Partikel mit 20 nm Radius beobachtet (Abbildung 4-7, Tabelle 4-3). Die 
Werte stimmen gut mit den bisherigen theoretischen Arbeiten überein, in denen für 
isolierte Nanopartikel Verstärkungen von 100-1000 vorhergesagt wurden[5]. Ergebnisse, 
die mit immobilisierten Goldnanopartikeln unterschiedlicher Größe erzielt wurden, 
zeigten Verstärkungsfaktoren von 400 für 20 nm große Partikel bis 2000 für 40 nm große 
Partikel[158], was ebenfalls in guter Übereinstimmung mit den hier bestimmten Verstär-
kungsfaktoren für isolierte Nanopartikel in Lösung ist. 
 
Abbildung 4-7: Verstärkungsfaktoren der unterschiedlich großen Goldnanopartikel aus dem SERS-
Experiment (schwarze Quadrate) und elektromagnetische Verstärkung ermittelt aus den UV/Vis-Spektren 
nach Gleichung 33 (rote Kreise) in Abhängigkeit von der Nanopartikelgröße. Die Bestimmung der 
Verstärkungsfaktoren erfolgte mit 5·10-6 M CV (λ = 633 nm, Intensität: 2,7·104 W·cm-2, 1 s) Die 
Verstärkungsfaktoren, die aus den UV/Vis-Daten ermittelt wurden, wurden skaliert um eine bessere 
Vergleichbarkeit zu erreichen. 
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Tabelle 4-3: Verstärkungsfaktoren der Goldnanopartikel mit unterschiedlichen Partikelradien aus dem 
SERS-Experiment. 
Partikelradius EF 
7,5 nm 39 ± 22 
10 nm 38 ± 24 
12,5 nm 51 ± 27 
15 nm 220 ± 130 
17,5 nm 1200 ± 590 
20 nm 3400 ± 1700 
  
Wie bereits in Abschnitt 2.2 erläutert, setzt sich die Verstärkung aus mehreren Beiträgen 
zusammen, wobei der Beitrag der elektromagnetischen Verstärkung in der Regel am 
Größten ist. 
Die Resonanzverstärkung hängt von den Eigenschaften des Moleküls und der gewählten 
Anregungswellenlänge ab und ist von den Eigenschaften der Nanopartikel unabhängig. 
Da die CV-Konzentration in allen Experimenten gleich war, trägt die Resonanz-
verstärkung von CV für alle Größen im gleichen Maß zur Verstärkung bei und die SERS-
Verstärkung kann isoliert davon betrachtet werden. 
Aus Messungen mittels TRG-Spektroskopie (transient reflecting grating spectroscopy) ist 
bekannt, dass bei Wechselwirkung von Kristallviolett mit einer Goldoberfläche ein 
Ladungstransfer vom Molekül zum Metall stattfindet[167]. Die dadurch entstehende 
chemische Verstärkung ist jedoch, ebenso wie die Resonanzverstärkung, unabhängig von 
der Größe der Nanopartikel, da sie auf einer Wechselwirkung des Analytmoleküls mit 
dem Metallnanopartikel beruht. Da der Beitrag der chemischen Verstärkung von der 
Symmetrie der betrachteten Molekülschwingung abhängen kann, wurde der Verstärkungs-
faktor für zwei verschiedene Banden bestimmt, deren Schwingungen unterschiedliche 
Symmetrien aufweisen (1176 cm-1: e-Symmetrie, 1619 cm-1: a1-Symmetrie, Abbildung 
4-3)[147]. 
Die in Abbildung 4-7 dargestellten Verstärkungsfaktoren sind für beide Schwingungen 
vergleichbar, d.h., dass für CV auf den Goldnanopartikeloberflächen die chemische Ver-
stärkung unabhängig von der Symmetrie der Molekülschwingung ist. 
Da sowohl die Resonanzverstärkung, als auch die chemische Verstärkung unabhängig von 
der Größe der Nanopartikel ist, kann die Zunahme der Verstärkung mit zunehmender 
Größe auf eine Erhöhung der elektromagnetischen Verstärkung zurückgeführt werden. 
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Diese beruht, wie bereits in Abschnitt 2.2 erläutert, auf einer Wechselwirkung der Ober-
flächenplasmonen mit dem Anregungsfeld. Aufgrund der Größenabhängigkeit der 
Dielektrizitätskonstanten von Metallnanopartikeln kommt es mit steigender Größe der 
Nanopartikel zu einer Verbreiterung der Plasmonenbande[86,168] (Abbildung 4-5), was zu 
einer erhöhten Extinktion im Bereich der Anregungswellenlänge (633 nm) führt. Die 
elektromagnetische Verstärkung kann über folgende empirisch ermittelte Gleichung[97] 
aus dem UV/Vis-Spektrum abgeschätzt werden: 
 (33) 
Dabei ist q die Volumenfraktion an Gold, d die Absorptionsweglänge, ωL und ωS die 
Laser- und Stokeswellenzahl, εL und εS die dielektrischen Konstanten von Gold bei der 
jeweiligen Wellenlänge und AbsL und AbsS die Extinktionswerte bei der Laser und 
Stokeswellenlänge, die aus den UV/Vis-Spektren erhalten werden. Die so erhaltenen 
Verstärkungsfaktoren zeigen ebenfalls einen Anstieg mit zunehmender Größe der Nano-
partikel (rote Kreise in Abbildung 4-7). Dies bestätigt, dass die Zunahme des 
Verstärkungsfaktors mit der Nanopartikelgröße auf einer Zunahme des elektro-
magnetischen Anteils an der Verstärkung beruht. 
Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Verwendung von SERS-Substraten, vor allem bei 
quantitativen Messungen, ist die Abhängigkeit des Verstärkungsfaktors von der Analyt-
konzentration. Da die Anzahl der Moleküle, die zur Intensität der SERS-Signale beitragen 
in der Berechnung des Verstärkungsfaktors berücksichtigt wird (Gleichung 27 in 
Abschnitt 2.4), sollte dieser unabhängig von der Analytkonzentration sein, bis eine voll-
ständige Bedeckung der Oberfläche erreicht ist. Für höhere Analytkonzentrationen wird 
eine Abnahme des Verstärkungsfaktors erwartet, weil die elektromagnetische Verstärkung 
mit d12 abnimmt, wobei d der Abstand von der Metallnanopartikeloberfläche ist. Die 
Moleküle, die sich weiter von der Partikeloberfläche befinden, erfahren eine geringere 
Verstärkung (Gleichung 9 in Abschnitt 2.2). Um die verschiedenen Einflüsse zu unter-
suchen, wurde der Verstärkungsfaktor in Abhängigkeit der Konzentration von Kristall-
violett für drei verschiedene Größen (Radius: 7,5 nm, 15 nm und 20 nm) von Goldnano-
partikeln bestimmt. Der Verstärkungsfaktor bleibt bis zu einer Konzentration von 
5·10-6 M Kristallviolett für alle Größen innerhalb des Fehlers konstant (Abbildung 4-8). 
Diese Konzentration entspricht einer vollständigen Bedeckung der Oberfläche. Bei 
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weiterer Erhöhung der Konzentration nimmt der Verstärkungsfaktor für alle Größen zu 
(Abbildung 4-8). Dies kann durch eine Aggregation der Nanopartikel erklärt werden, die 
ab einer Konzentration von 1·10-5 M auch in den UV/Vis-Spektren anhand der 
Ausbildung einer erweiterten Plasmonenbande deutlich erkennbar ist (Abbildung 4-9). 
Zwischen aggregierten Nanopartikeln treten aufgrund der Wechselwirkung der 
elektromagnetischen Felder besonders hohe Feldverstärkungen auf[10,11]. 
 
Abbildung 4-8: Abhängigkeit des Verstärkungsfaktors von der Konzentration an Kristallviolett für 
Goldnanopartikel mit einem Radius von a) 7,5 nm, b) 15 nm und c) 20 nm ermittelt aus dem SERS-
Experiment (λ = 633 nm, Intensität: 2,7·104 W·cm-2, 1 s) (schwarze Quadrate) und empirisch aus den 
UV/Vis-Spektren nach Gleichung 33 (rote Kreise). Die Verstärkungsfaktoren, die aus den UV/Vis-Daten 
ermittelt wurden, wurden skaliert, um eine bessere Vergleichbarkeit zu erreichen. 
Für die Goldnanopartikel mit einem Radius von 7,5 nm nimmt die Verstärkung für hohe 
Analytkonzentrationen wieder ab (Abbildung 4-8 a). Dies ist darauf zurückzuführen, dass 
die für den Analyten zugängliche Oberfläche aufgrund der Aggregation vermindert wird. 
Der Verlauf, der aus den UV/Vis-Spektren (Abbildung 4-9) bestimmten elektro-
magnetischen Verstärkung (rote Kreise, Abbildung 4-8), weicht vom Verlauf der 
experimentellen Werte ab. Besonders deutlich ist dies bei den Goldnanopartikeln mit 
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20 nm Radius zu beobachten (Abbildung 4-8 c). Dort erhält man bei einer CV-
Konzentration von 8·10-6 M einen deutlichen Anstieg in der experimentell bestimmten 
Verstärkung, während der aus den UV/Vis-Spektren bestimmte Wert nahezu gleich dem 
bei 5·10-6 M CV ist. Das zeigt, dass Aggregate mit UV/Vis-Messungen nicht so 
empfindlich detektiert werden können, wie mit SERS-Messungen. 
 
Abbildung 4-9: UV/Vis-Spektren von Goldnanopartikeln mit 7,5 nm, 15 nm und 20 nm Radius nach 
Zugabe von CV in unterschiedlichen Konzentrationen. 
Unter Verwendung monodisperser Citrat-stabilisierter Goldnanopartikel definierter Größe 
und Kristallviolett als Analytmolekül, konnte die Abhängigkeit des elektromagnetischen 
Beitrags zur Verstärkung von Goldnanopartikeln im Größenbereich zwischen 15 nm und 
40 nm experimentell bestimmt werden. Je größer die Goldnanopartikel, desto höher ist 
der elektromagnetische Beitrag zur Verstärkung. Dies ist in guter Übereinstimmung mit 
theoretischen Vorhersagen6, 17, 57, 134, 148 und dem Trend der empirisch aus den Extinktions-
spektren ermittelten elektromagnetischen Verstärkung. 
Ausgehend von einer kritischen Analytkonzentration, hat die Anwesenheit des Analyt-
moleküls einen Einfluss auf die Eigenschaften der Nanopartikel in Lösung aufgrund der 
Bildung von Aggregaten. Die Analytkonzentration, ab der eine Aggregation der Nano-
partikel auftritt hängt neben den Eigenschaften des Analytmoleküls, auch von der Nano-
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partikelgröße ab. Große Nanopartikel zeigen eine höhere Tendenz, Aggregate zu bilden. 
Die Bildung der Aggregate resultiert in einem Anstieg des Verstärkungsfaktors im SERS-
Experiment. Die Abhängigkeit des Verstärkungsfaktors von der Analytkonzentration hat 
Folgen für die Anwendung von Nanopartikeln in Lösung in analytischen Fragestellungen, 
da es quantitative Messungen ohne internen Standard unmöglich macht. 
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5. Nanoskopische Eigenschaften gemischter SERS-Substrate 
in mikroskopischen Anwendungen von SERS 
Im letzten Kapitel wurde experimentell gezeigt, dass der Verstärkungsfaktor von Nano-
partikeln verschiedener Größen in Lösung von der Analytkonzentration abhängig ist. Dies 
illustriert deutlich, dass ein Immobilisieren von Nanopartikeln bei dem analyt-induzierte 
Aggregation prinzipiell verhindert werden könnte und eine wichtige Strategie für die 
Anwendung von SERS in realen analytischen Fragestellungen ist[169,170,171,172]. Wie in der 
Einleitung beschrieben, soll in dieser Arbeit die Möglichkeit, Gold- und Silbernano-
partikel auf Glasoberflächen mit Organosilanen anordnen zu können[51,55], ausgenutzt 
werden. In diesem Abschnitt soll die Verstärkung im SERS-Experiment und ihre Variation 
auf mikroskopischem Niveau im Zusammenhang mit den nanoskopischen und 
plasmonischen Eigenschaften von organosilan-immobilisierten Nanopartikeln spezifiziert 
werden. Dazu wurden die Oberflächen mit Rasterkraftmikroskopie (SFM), Raster-
elektronenmikroskopie (REM) und UV/Vis-Spektroskopie untersucht. Dabei standen drei 
Parameter im Vordergrund, die von Interesse sind, wenn organosilan-immobilisierte 
Nanopartikeloberflächen als Substrate in mikroskopischen SERS-Experimenten 
eingesetzt werden sollen: (i) der Verstärkungsfaktor, (ii) die mikroskopische Homogenität 
der Verstärkung und (iii) die Stabilität der Verstärkung unter verschiedenen experimen-
tellen Bedingungen, wie sie z.B. in bioanalytischen Fragestellungen auftreten. 
5.1 Plasmonische und nanoskopische Eigenschaften immobilisierter 
Nanopartikelsubstrate 
Die Untersuchung der plasmonischen und morphologischen Eigenschaften verschieden 
hergestellter Gold- und Silbernanopartikel im Abschnitt 4.1 haben gezeigt, dass die 
Eigenschaften der Nanopartikel von der Präparationsmethode abhängen. Für die Her-
stellung der flächigen SERS-Substrate mittels Immobilisierung mit Organosilanen 
wurden Citrat-stabilisierte Goldnanopartikel und verschiedene Silbernanopartikel, die 
über chemische Reduktion mit Natriumcitrat und Hydroxylamin und über Laserablation 
hergestellt wurden, verwendet. 
Neben den Eigenschaften der Nanopartikel hängt die Anordnung der Nanopartikel auf 
den Glasoberflächen, wie in der Einleitung diskutiert, auch vom verwendeten Organosilan 
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und weiteren experimentellen Parametern, wie der Wahl des Lösungsmittels[51,52], 
Funktionalisierungszeiten und Trocknung[53] ab, sodass auch mehrere Lagen von Nano-
partikeln gebildet werden können[51,105]. 
In dieser Arbeit wurden verschiedene Organosilane als Linker verwendet: 3-Mercapto-
propyltrimethoxysilan (MPTMS, X = SH und R = CH3 in Abbildung 5-1), 3-Amino-
propyltrimethoxysilan (APTMS, X = NH2 und R = CH3 in Abbildung 5-1) und 3-Amino-
propyltriethoxysilan (APTES, X = NH2 und R = CH2-CH3 in Abbildung 5-1). Um eine 
unspezifische Bindung auszuschließen, wurden zusätzlich Experimente mit Propyltri-
methoxysilan (PTMS, X = H und R = CH2-CH3 in Abbildung 5-1) durchgeführt. 
 
Abbildung 5-1: Schematische Darstellung des Linkermoleküls. 
In Abbildung 5-2 sind Extinktionsspektren von Citrat-stabilisierten Goldnanopartikel-
substraten dargestellt, die durch Immobilisierung mit MPTMS, APTMS und PTMS 
hergestellt wurden. Bei Verwendung von APTMS weisen die Spektren eine für Goldnano-
partikel typische Plasmonenbande mit einem Extinktionsmaximum bei 522 nm auf 
(grünes Spektrum in Abbildung 5-2). Daraus kann geschlossen werden, dass sich Citrat-
stabilisierte Goldnanopartikel mit APTMS immobilisieren lassen. Bei Verwendung von 
PTMS und MPTMS tritt keine Extinktion im Bereich der Plasmonenbande von Gold-
nanopartikeln (Abbildung 5-2) auf. Das weist darauf hin, dass keine Goldnanopartikel 
gebunden wurden. Mercaptoverbindungen werden häufig für die Funktionalisierung von 
Goldoberflächen eingesetzt und bilden dabei stabile Monolagen[173,174,175], die auf eine 
starke Wechselwirkung zwischen Gold und der Mercaptogruppe hinweisen. Deshalb 
sollten Goldnanopartikel an Mercatosilan-funktionalisierte Glasoberflächen binden. In 
XPS-Messungen an Glasoberflächen nach Funktionalisierung mit MPTMS konnten keine 
Schwefel-Signale detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Das lässt vermuten, dass keine 
Funktionalisierung der Oberflächen mit MPTMS stattgefunden hat. 
Auch bei Verwendung anderer in der Literatur beschriebener Methoden zur Silanisierung 




RO X = -NH2, -SH
R = -CH3, -CH2-CH3
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MPTMS zu funktionalisieren. Es ist bekannt, dass bei MPTMS Selbst-Polymerisation 
auftritt[177], die vermutlich schneller abläuft als die Reaktion mit den SiOH-Gruppen in 
der Glasoberfläche. Die Ergebnisse bestätigen, dass für die Anbindung der Nanopartikel 
ein Linkermolekül benötigt wird und keine unspezifische Bindung stattfindet. 
 
Abbildung 5-2: Extinktionsspektren von Citrat-stabilisierten Goldnanopartikel (Ref.[24]), die mit unter-
schiedlichen Organosilanen immobilisiert wurden (APTMS: 3-Aminopropyltrimethoxysilan, MPTMS: 
3-Mercaptopropyltrimethoxysilan, PTMS: Propyltrimethoxysilan). 
Nachdem APTMS als geeigneter Linker gewählt war, wurden die Reaktionsparameter 
während der Immobilisierung optimiert. Abbildung 5-3 zeigt Extinktionsspektren von 
Goldnanopartikeln, die mit APTMS unter verschiedenen experimentellen Bedingungen 
immobilisiert wurden. Dabei wurde sowohl die Zeit für die Silanisierung, als auch die 
Trocknung nach der Silanisierung variiert. Werden die Substrate nach der Silanisierung 
nicht getrocknet, so kommt es zu einer Aggregation der Nanopartikel, was an der zu 
längeren Wellenlängen verschobenen Plasmonenbande erkennbar ist (Abbildung 5-3). Die 
Aggregation kann zu Inhomogenitäten auf den resultierenden Substraten führen. Die 
Inkubationszeit im Silan hat keinen Einfluss auf die optischen Eigenschaften der 
Substrate, wie an den nahezu identischen Extinktionsspektren für Substrate mit 
Silanisierungszeiten von 30 Minuten und 24 Stunden erkennbar ist (Abbildung 5-3). 
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Abbildung 5-3: UV/Vis-Spektren von immobilisierten Citrat-stabilisierten Goldnanopartikeln (Ref.[114], 
APTMS) bei unterschiedlichen Reaktionsbedingungen während der Immobilisierung (Inkubationszeit im 
Silan, Trocknung nach Silanisierung). 
Um den Einfluss des organischen Rests am Silan und des Lösungsmittels zu untersuchen, 
wurden die Eigenschaften von Gold- und verschiedenen Silbernanopartikeln verglichen, 
die mit APTMS (X = NH2, R = CH3 in Abbildung 5-1) und APTES (X = NH2, R = CH2-
CH3) immobilisiert wurden. Im Fall von APTMS wurde Methanol als Lösungsmittel 
verwendet und im Fall von APTES Wasser. Die Extinktionsspektren der Substrate sind in 
Abbildung 5-4 dargestellt. Sie weisen die für Gold und Silber typischen Plasmonen-
banden auf. Dies zeigt, dass mit beiden Linkermolekülen Nanopartikel immobilisiert 
werden konnten. Für die meisten Nanopartikel sind keine signifikanten Unterschiede in 
den Extinktionsspektren in Abhängigkeit des verwendeten Linkermoleküls zu beo-
bachten. Eine Ausnahme bilden die Citrat-reduzierten Silbernanopartikel (Abbildung 5-4, 
a), bei dem die Extinktion bei Verwendung von APTMS als Linkermolekül, deutlich 
höher ist, als bei Verwendung von APTES. 
Bei identischen Nanopartikeln kann aus der Extinktion die Anzahl an Nanopartikeln auf 
den Oberflächen abgeschätzt werden. Die deutlich geringere Extinktion der Citrat-
stabilisierten Silbernanopartikel, bei Immobilisierung mit APTES im Vergleich zur Immo-
bilisierung mit APTMS (Abbildung 5-4, a), weist darauf hin, dass mit APTES weniger 
Nanopartikel auf den Oberflächen immobilisiert wurden. 
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Abbildung 5-4: Extinktionsspektren von a) Citrat-reduzierten SIlbernanopartikeln, b) Hydroxylamin-
reduzierten Silbernanopartikeln, c) laserablatierten Silbernanopartikeln und d) Citrat-reduzierten 
Goldnanopartikel immobilisiert mit unterschiedlichen Linkern (APTES: 3-Aminopropyltriethoxysilan, 
APTMS: 3-Aminopropyltrimethoxysilan). 
Zudem ist im Extinktionsspektrum der mit APTMS immobilisierten Citrat-stabilisierten 
Silbernanopartikel eine erweiterte Plasmonenbande im Wellenlängenbereich zwischen 
700 nm und 850 nm erkennbar. Dies deutet auf die Bildung von Aggregaten hin. Im 
Vergleich zum UV/Vis-Spektrum der Citrat-reduzierten Silbernanopartikel in Lösung, ist 
die Bande um 400 nm im Extinktionsspektrum der mit APTMS immobilisierten 
Silbernanopartikel, deutlich schmaler und zu kleineren Wellenlängen verschoben 
(Vergleich Abbildung 4-1 und Abbildung 5-4, a). Die Bande bei 400 nm entspricht der 
Bande einzelner Nanopartikel. Die Verschiebung der Plasmonenbande lässt vermuten, 
dass nicht alle Größen gebunden wurden oder dass die größeren Nanopartikel stärker 
aggregieren. 
Zusätzlich zu den Extinktionsmessungen wurden die mittels APTES immobilisierten 
Gold- und Silbernanopartikel und die mittels APTMS immobilisierten Citrat-stabilisierten 
Silbernanopartikel auch mit Rasterkraftmikroskopie (SFM) charakterisiert. Die SFM-Auf-
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nahmen und die daraus ermittelten statistischen Daten sind in Abbildung 5-5 und Tabelle 
5-1 gezeigt. Für die mit APTES immobilisierten Gold- und Silbernanopartikel weisen die 
SFM-Aufnahmen homogene Schichten von Nanopartikeln auf (Abbildung 5-5 a und c-e). 
Die ermittelten Höhen in Tabelle 5-1 stimmen gut mit den aus Transmissionselektronen-
mikroskopieaufnahmen bestimmten Größen der Nanopartikel (Tabelle 4-1) überein. Aus 
der Übereinstimmung kann geschlossen werden, dass die Nanopartikel als Monolage auf 
den Glasoberflächen vorliegen. Wie die erweiterte Plasmonenbande im Extinktions-
spektrum bereits vermuten ließ, zeigen die SFM-Aufnahmen der mit APTMS immobili-
sierten Citrat-stabilisierten Silbernanopartikel große Agglomerate (Abbildung 5-5 b). Die 
statistische Auswertung der Partikeldichte belegt zudem, dass bei Immobilisierung Citrat-
stabilisierter Silbernanopartikel mit APTMS mehr Partikel immobilisiert werden, als bei 
Immobilisierung mit APTES. 
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Abbildung 5-5: SFM-Aufnahmen (5x5 µm2) von immobilisierten a, b) Citrat-reduzierten Silbernano-
partikeln, c) Hydroxylamin-reduzierten Silbernanopartikeln, d) laserablatierten Silbernanopartikeln und e) 
Citrat-reduzierten Goldnanopartikeln. Die Partikel in a und c-e wurden mit APTES immobilisiert und die 
Partikel in b mit APTES. 
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Tabelle 5-1: Statistische Daten, die aus den SFM-Bildern in Abbildung 5-5 ermittelt wurden, sowie der 
durchschnittliche Verstärkungsfaktor der Substrate. Die unterschiedlichen Werte für die Citrat-reduzierten 
Silbernanopartikel, die mit APTMS immobilisiert wurden, wurden aus zwei Aufnahmen von 
unterschiedlichen Bereichen auf dem Substrat ermittelt. Für alle anderen Nanopartikel sind die Werte für 
unterschiedliche Bereiche sehr ähnlich. Ag (C): Citrat-stabilisierte Silbernanopartikel, Ag (H): 
Hydroxylamin-reduzierte Silbernanopartikel, Ag (LA): laserablatierte Silbernanopartikel, Au (C): Citrat-











mit NP [%] 
Oberfläche 




Ag (C) APTMS 48 ± 12, 195 ± 14 60 - 100 11-179 2·10
6 – 3·107 2·105 ± 8·104 
Ag, (C) APTES 50 ± 10 20 4 6·105 ± 6·104 6·105 ± 6·105 
Ag (H) APTMS     2·10
5 ± 2·105 
Ag (H) APTES 45 ± 10 70 11 2·106 ± 2·105 7·105 ± 4·105 
Ag (LA) APTMS     5·10
3 ± 9·103 
Ag (LA) APTES 20 ± 3 230 7 1·106 ± 9·104 1·104 ± 5·103 
Au (C) APTMS     2·10
6 ± 4·105 
Au (C) APTES 25 ± 6 300 15 2·106 ± 3·105 2·106 ± 8·105 
       
Die Anbindung der Nanopartikel an die Aminosilan-funktionalisierte Glasoberfläche 
findet über elektrostatische Wechselwirkung der negativ geladenen Nanopartikel mit den 
positiv geladenen Aminogruppen des Silans statt. Deshalb hängt die Bedeckung der Glas-
oberfläche mit Nanopartikeln, neben der Größe, vor allem von der Ladung der Nano-
partikel und der Ladung der Aminogruppen des Linkermoleküls ab. Ein weiterer Einfluss-
faktor ist die unterschiedliche Affinität des jeweiligen Metalls zur Aminogruppe.Tabelle 
5-1 zeigt die Bedeckung der Glasoberflächen mit Gold- und Silbernanopartikeln. Die 
höchste Bedeckung wird mit 11-179 % für die Citrat-stabilisierten Silbernanopartikel bei 
Immobilisierung mit APTMS erreicht. Wie aus den SFM-Aufnahmen ersichtlich, liegen 
die Partikel auf diesen Substraten jedoch nicht als Monolagen vor, sondern bilden z.T. 
sehr große Agglomerate (Abbildung 5-5 b). Die Bedeckung der Oberfläche mit den 
anderen Nanopartikeln liegt zwischen 15 % für die Citrat-stabilisierten Goldnanopartikel 
und 4 % für die Citrat-stabilisierten Silbernanopartikel, die jeweils mit APTES immobili-
siert wurden. 
Die Nanopartikellösungen weisen mit -32 ± 1 mV für die Citrat-stabilisierten Silber-
nanopartikel, -36 ± 2 mV für die Hydroxylamin-reduzierten Silbernanopartikel, 
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-44 ± 2 mV für die laserablatierten Silbernanopartikel und -27 ± 3 mV für die Citrat-
stabilisierten Goldnanopartikel, ein ähnlich negatives Zeta-Potenzial auf. Das bedeutet, 
dass alle Partikel negativ geladen sind und die Anzahl der Ladungen auf der Oberfläche 
der Nanopartikel sehr ähnlich ist. Die Unterschiede in der Oberflächenbedeckung können 
also nicht durch eine unterschiedliche Ladung der Nanopartikel erklärt werden. Die 
Ladung der Aminogruppen der funktionalisierten Glasoberflächen hängt vom Lösungs-
mittel und vom pH-Wert ab[105]. Die pH-Werte der Silbernanopartikellösungen sind mit 
6,3 für die laserablatierten Partikel, 6,5 für die Hydroxylamin-reduzierten Partikel und 7,0 
für die Citrat-reduzierten Partikel sehr ähnlich. Die Goldnanopartikellösung hingegen 
weist einen pH-Wert von 4,5 auf, wodurch der Anteil an geladenen Aminogruppen des 
Silans größer sein sollte, als bei Verwendung von Silbernanopartikellösungen. Aufgrund 
des größeren Anteils an geladenen Aminogruppen kann eine stärkere elektrostatische 
Wechselwirkung mit den negativ geladenen Nanopartikeln erwartet werden. Aus der 
Literatur ist bekannt, dass Gold stabilere Komplexe mit Aminverbindungen bildet als 
Silber[178]. Die Oberflächenbedeckung kann nicht mit einem Parameter allein erklärt 
werden, sondern ergibt sich aus einem Zusammenspiel mehrerer Faktoren. Durch die 
Betrachtung all dieser Faktoren kann die größere Oberflächenbedeckung für die Gold-
nanopartikel erklärt werden. 
Die Oberflächenbedeckung der Substrate mit Silbernanopartikeln korreliert mit der Nano-
partikelkonzentration in Lösung (Vergleich Tabelle 5-1 und Tabelle 4-2). Die über statis-
tische Auswertung der Höheninformationen bestimmten Oberflächenbedeckungen sind 
geringer, als die SFM-Aufnahmen suggerieren. Der Grund ist die in Abschnitt 2.5 
erläuterte Spitzenverbreiterung, wodurch die laterale Ausdehnung der Partikel in den Auf-
nahmen bei Untersuchung mit einer Spitze mit Radius rs um den Faktor  größer ist, 
als der tatsächliche Partikelradius rp. 
Für die Bestimmung der Verstärkung im SERS-Experiment ist neben der Anordnung der 
Partikel auf den Glasoberflächen auch die Oberfläche aller Nanopartikel im Fokus-
volumen wichtig, weil dadurch die Anzahl der am SERS-Prozess teilnehmenden Analyt-
moleküle NSERS bestimmt wird (Vergleich auch Abschnitt 2.4). Die Oberfläche aller 
Nanopartikel pro Fläche ist für die Hydroxylamin-reduzierten Silbernanopartikel, die 
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laserablatierten Silbernanopartikel und die Citrat-reduzierten Goldnanopartikel ähnlich, 
während sie bei den Citrat-reduzierten Silbernanopartikeln etwas kleiner ist (Tabelle 5-1). 
5.2 Verstärkungsfaktoren und mikroskopische Homogenität des 
Verstärkungsfaktors immobilisierter Nanopartikelsubstrate 
Die SFM-Aufnahmen in Abschnitt 5.1 haben gezeigt, dass die Immobilisierung zu einer 
homogenen Verteilung der Nanopartikel auf den Glasoberflächen führt. Wie in der Ein-
leitung dieses Kapitels beschrieben, ist die Untersuchung des Verstärkungsfaktors und der 
mikroskopischen Homogenität der Verstärkung wichtig, wenn die organosilan-
immobilisierten Nanopartikeloberflächen als Substrate in mikroskopischen SERS-
Experimenten eingesetzt werden sollen. Dazu wurde auf den unterschiedlichen 
Substraten, jeweils im Abstand von 10 µm, der Verstärkungsfaktor mit Kristallviolett 
bestimmt, so dass pro Substrat eine Fläche von 100 x 100 µm2 untersucht wurde. Die 
Ergebnisse sind in Abbildung 5-6 dargestellt. 
Alle Substrate zeigten eine Verstärkung der Raman-Signale von CV auf der gesamten 
untersuchten Fläche. Die Verstärkungsfaktoren reichen dabei von ca. 104 für die laser-
ablatierten Silbernanopartikel bis ca. 106 für die Gold- und die Hydroxylamin-reduzierten 
Silbernanopartikel (Abbildung 5-6 und Tabelle 5-1). Die Verstärkungsfaktoren, der mit 
APTES immobilisierten Nanopartikel, sind für alle Nanopartikelarten höher, als die der 
APTMS immobilisierten Nanopartikel. Das Linkermolekül muss also einen Einfluss auf 
die nanoskopische Struktur der Substrate haben. Die Unterschiede in den Verstärkungs-
faktoren lassen sich durch die unterschiedliche Anordnung der Nanopartikel auf den 
Oberflächen erklären. 
Abbildung 5-7 zeigt SFM-Aufnahmen, die auf einer Fläche von 1 x 1 µm2 aufgenommen 
wurden. Die Hydroxylamin-reduzierten Silbernanopartikel (Abbildung 5-7 a) und die 
Citrat-reduzierten Goldnanopartikel (Abbildung 5-7 c) bilden auf der Oberfläche kleine, 
stabile Aggregate aus, während die laserablatierten Silbernanopartikel vorwiegend einzeln 
vorliegen (Abbildung 5-7 b). Wie bereits in Kapitel 4.3 diskutiert, treten zwischen den 
Partikeln solcher Aggregate besonders hohe Feldverstärkungen auf. 
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Abbildung 5-6: Schematische Verteilung des Verstärkungsfaktors in Abhängigkeit von der Position (x, y) 
auf Oberflächen mit a) Citrat-reduzierten Silbernanopartikeln, b) Hydroxylamin-reduzierten 
Silbernanopartikeln, c) laserablatierten Silbernanopartikeln und d) Citrat-reduzierten Goldnanopartikeln, die 
mit APTMS (linke Spalte) bzw. APTES (rechte Spalte) immobilisiert wurden. Die Verstärkungsfaktoren 
wurden mit 5·10-6 M CV als Analyt bestimmt. Die SERS-Spektren wurden in einem Abstand von 10 µm 
aufgenommen (λ = 633 nm, Intensität: 2,7·103 W·cm-2, 1 s) und der Durchmesser der Messpunkte betrug 1,5 
µm (nicht skaliert in der Darstellung). 
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Abbildung 5-7: SFM-Aufnahmen (1x1 µm2) von a) Hydroxylamin-reduzierten Silbernanopartikeln, b) 
laserablatierten Silbernanopartikeln und c) Citrat-reduzierten Goldnanopartikeln, die mit APTES 
immobilisiert wurden. 
Eine besonders hohe Homogenität in der Verteilung der Verstärkung wird mit den Gold-
nanopartikeln erreicht (Abbildung 5-6 b), was auf die geringe Polydispersität der Partikel 
und die gleichmäßige Anordnung auf den Oberflächen zurückgeführt werden kann 
(Abbildung 5-5 e). Auch die anderen Substrate weisen eine homogene Verteilung auf, 
wobei die Homogenität bei Verwendung von APTES etwas besser ist, als bei Verwendung 
von APTMS (Abbildung 5-6 a-c). Die Verteilung des Verstärkungsfaktors auf den 
Substraten mit Citrat-reduzierten Silbernanopartikeln ist, mit wenigen Stellen hoher 
Verstärkung, am inhomogensten (Abbildung 5-6 a). Dies ist auf die inhomogene 
Verteilung der Nanopartikel und die Ausbildung großer Agglomerate (Vergleich 
Abbildung 5-5) zurückzuführen. 
Die Verstärkungsfaktoren, die für die immobilisierten Gold- und Silbernanopartikel-
substrate bestimmt wurden, sind gut mit denen bisher hergestellter flächiger SERS-
Substrate, wie Inselfilme[179], mittels elektro-deposition und Elektronenstrahllithographie 
hergestellte Goldnanopartikelanordnungen[180,181,182] und immobilisierten Nanopartikeln 
auf Silberstäbchen[183], wo Verstärkungsfaktoren zwischen 104 und 108 erhalten wurden, 
vergleichbar. Neben diesen Substraten gibt es auch kommerziell erhältliche SERS-
Substrate. Häufig sind bei diesen Substraten die Herstellungsweise und die Oberfläche, 
auf der sich die Nanopartikel befinden, nicht genauer definiert. Der Hersteller Nanova 
Inc. vertreibt ein Substrat Q-SERS GP1, welches aus Goldnanopartikeln auf einer Ober-
fläche besteht. 
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Die Untersuchung der Verteilung des Verstärkungsfaktors mit CV auf Q-SERS GP1 
(Nanova Inc.) ergab eine deutlich geringere Verstärkung (1·104, Abbildung 5-8), als mit 
den organosilan-immobilisierten Goldnanopartikeln (2·106, Abbildung 5-6). 
 
Abbildung 5-8: a) Schematische Verteilung des Verstärkungsfaktors in Abhängigkeit der Position (x,y) auf 
Q-SERS GP1 (Nanova Inc.) und b) SFM-Aufnahme eines Ausschnitts der Oberfläche von Q-SERS 
GP1(Nanova Inc.). Die Verstärkungsfaktoren wurden mit 5·10-6 M CV als Analyt bestimmt. Die SERS-
Spektren wurden in einem Abstand von 10 µm aufgenommen (λ = 633 nm, Intensität: 6,7·104 W·cm-2, 1 s) 
und der Durchmesser der Messpunkte betrug 1,5 µm (nicht skaliert in der Darstellung). 
Auch die Homogenität der Verstärkung ist auf dem kommerziell erhältlichen Substrat 
geringer. Die SFM-Aufnahmen in Abbildung 5-8 zeigen, dass die Nanopartikel z.T. sehr 
große Aggregate bilden und die Größenverteilung deutlich inhomogener ist, als bei den in 
dieser Arbeit hergestellten Oberflächen mit Goldnanopartikeln (Vergleich mit Abbildung 
5-5). 
Die in diesem Abschnitt diskutierten Ergebnisse zeigen, dass durch die Immobilsierung 
von Gold und Silbernanopartikeln mit Aminosilanen stabile, nanostrukturierte Ober-
flächen mit hoher nanoskopischer Homogenität hergestellt werden können. Die 
Charakterisierung der Oberflächen mit UV/Vis-Spektroskopie und SFM deuten darauf 
hin, dass die Nanopartikel Monolagen bilden und Verstärkungsfaktoren größer als 104 in 
Zusammenhang mit der Bildung von Nanoaggregaten auf den Oberflächen stehen. Die 
hohe Homogenität der Verstärkung auf mikroskopischer Ebene macht die auf den Ober-
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5.3 Untersuchung der Abhängigkeit des Verstärkungsfaktors von der 
Analytkonzentration für immobilisierte, monodisperse Goldnanopartikel 
Im Abschnitt 4.3 wurde gezeigt, dass der Verstärkungsfaktor bei Verwendung von Nano-
partikeln in Lösung stark von der Analytkonzentration abhängt. Um eine Unabhängigkeit 
des Verstärkungsfaktors von der Analytkonzentration durch Vermeidung analyt-indu-
zierter Aggregation zu erreichen, wurden Citrat-stabilisierte Goldnanopartikel mit einem 
Radius von 7 nm und 15 nm, die auch für die Experimente in Abschnitt 4.3 verwendet 
wurden, mittels APTES auf Glasoberflächen immobilisiert. 
Abbildung 5-9 zeigt die Extinktionsspektren der Oberflächen. Die Nanopartikelober-
flächen weisen für Goldnanopartikel typische Plasmonenbanden mit einem Maximum bei 
529 nm für die Partikel mit 7 nm Radius und bei 521 nm für die Partikel mit 15 nm 
Radius auf. Im Vergleich zu den Nanopartikeln in Lösung ist das Maximum der Partikel 
mit 7 nm Radius zu größeren Wellenlängen verschoben (λmax,Lösung: 520 nm, Tabelle 4-2) 
und die Plasmonenbande ist deutlich verbreitert (Vergleich Abbildung 5-9 und Abbildung 
4-5). Dies weist darauf hin, dass der Abstand zwischen den Partikeln sehr klein ist[36]. Das 
Maximum der Plasmonenbande der Partikel mit 15 nm ist zu kleineren Wellenlängen ver-
schoben (λmax,Lösung: 526 nm, Tabelle 4-2) und es tritt eine erweiterte Plasmonenbande auf. 
Die erweiterte Plasmonenbande lässt eine Aggregatbildung auf den Oberflächen 
vermuten. 
 
Abbildung 5-9: Extinktionsspektren von Citrat-stabilisierten Goldnanopartikeln mit einem Radius von 7 nm 
und 15 nm, die mit APTES auf Glasoberflächen immobilisiert wurden. 
In Abbildung 5-10 sind die SFM-Aufnahmen der Oberflächen dargestellt. Wie die SFM-
Aufnahme (Abbildung 5-10 a) und die aus den SFM-Experimenten ermittelten statis-
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tischen Daten in Tabelle 5-2 zeigen, bilden die Partikel mit 7 nm Radius eine dichte 
Monolage mit geringem Abstand zwischen den Nanopartikeln. Die Goldnanopartikel mit 
15 nm Radius bilden auf den Oberflächen ebenfalls eine Monolage (Tabelle 5-2) und 
liegen überwiegend als Aggregate von wenigen Partikeln vor (Abbildung 5-10 b). 
 
Abbildung 5-10: SFM-Aufnahmen von immobilisierten, monodispersen, Citrat-stabilisierten Goldnano-
partikeln mit einem Radius von a) 7 nm und b) 15 nm (Linker: APTES). 
Tabelle 5-2: Statistische Daten ermittelt aus den SFM-Aufnahmen in Abbildung 5-10. 
Nanopartikel Höhe [nm] Partikel / µm2 
Gesamtoberfläche 




Gold (Citrat), r = 7 nm 12 ± 1 1100 2·106 ± 8·104 12 
Gold (Citrat), r = 15 nm 25 ± 4 350 3·106 ± 2·105 17 
     
Der Verstärkungsfaktor auf den Oberflächen wurde mit Kristallviolett (CV) in einem 
Konzentrationsbereich von 1·10-6 bis 1·10-5 bestimmt (Abbildung 5-11). Dabei wurden 
Verstärkungsfaktoren von ~1·105 für die Goldnanopartikel mit 7 nm Radius und ~1·107 
für die Goldnanopartikeln mit einem Radius von 15 nm erhalten. Im Vergleich zu den-
selben Nanopartikeln in Lösung ist die Verstärkung auf den Oberflächen um den Faktor 
104 höher. Die Erhöhung des Verstärkungsfaktors kann durch die größere Nähe der Nano-
partikel auf den Oberflächen erklärt werden, die die Ausbildung sehr hoher lokaler Felder 
hervorruft[10,34,71]. 
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Abbildung 5-11: Abhängigkeit des Verstärkungsfaktors von der Kristallviolettkonzentration auf immo-
bilisierten monodispersen, Citrat-stabilisierten Goldnanopartikeln mit einem Radius von a) 7 nm und b) 
15 nm. 
Die Verstärkungsfaktoren, die für unterschiedliche CV-Konzentrationen bestimmt wurden 
sind sehr ähnlich (Abbildung 5-11). Dies zeigt, dass die Immobilisierung mit Organo-
silanen zu einer Stabilisierung im Vergleich zu identischen Nanopartikeln in Lösung 
führt, wo eine Abhängigkeit des Verstärkungsfaktors von der Analytkonzentration beo-
bachtet wurde (Abschnitt 4.3). Der konstante Verstärkungsfaktor über einen großen 
Analytkonzentrationsbereich, aufgrund der erhöhten Stabilität, ermöglicht quantitative 
SERS-Messungen ohne internen Standard bei der Verwendung organosilan-immobili-
sierter Nanopartikel. 
5.4 Herstellung und Charakterisierung von Misch-Substraten mit 
unterschiedlichen Gold- und Silbernanopartikeln 
Prinzipiell sollte die Immobilisierung von Nanopartikeln mit Organosilanen die einfache 
Herstellung von Oberflächen mit unterschiedlichen Nanopartikeln ermöglichen. In 
diesem Kapitel sollen die Eigenschaften solcher gemischten Oberflächen aus Gold- und 
Silbernanopartikeln diskutiert werden. 
Durch die Kombination unterschiedlicher Metalle können die plasmonischen und 
funktionellen Eigenschaften von Nanostrukturen bzw. nanostrukturierten Oberflächen 
verändert und so für die jeweilige Anwendung optimiert werden[184], [185]. In Gold-Silber-
Mischsubstraten wird beispielsweise das Extinktionsmaximum durch das Mischungs-
verhältnis von Gold und Silber bestimmt und kann so der Anregungswellenlänge ange-
passt werden, um eine hohe SERS-Verstärkung zu erreichen. Manche Analytmoleküle 
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weisen zudem unterschiedliche Adsorptionseigenschaften auf Gold- und Silberober-
flächen[186]. Dies könnte bei der Erzeugung neuartiger Oberflächenfunktionalitäten, 
welche sich beispielsweise zur Anreicherung oder Separation von Analytmolekülen 
verwenden lassen, Einsatz finden. 
Bisher wurden in der Regel Kern-Schale-Nanopartikel eingesetzt[185,187,188,189]. Die 
optischen Eigenschaften der resultierenden Nanopartikel hängen von der Schichtdicke der 
Schale ab und davon ob Gold- oder Silber als Kern gewählt wird[187,188,189]. Für die 
Herstellung der gemischten Gold-Silber-Substrate in dieser Arbeit wurden Citrat-
reduzierte Goldnanopartikel und Citrat-reduzierte (Ag(c)), sowie Hydroxylamin-
reduzierte Silbernanopartikel (Ag(h)) verwendet. Zur Untersuchung der plasmonischen 
Eigenschaften der Mischsubstrate in Abhängigkeit vom Mischungsverhältnis der Gold- 
und Silbernanopartikel, wurde dieses variiert. Die Extinktionsspektren der unter-
schiedlichen Substrate sind in Abbildung 5-12 gezeigt. Alle Spektren weisen die für Gold- 
und Silbernanopartikel typischen Plasmonenbanden bei ~ 400 nm und ~520 nm auf, die, 
je nach Mischungsverhältnis, in ihrer Intensität variieren (Abbildung 5-12 b). 
 
Abbildung 5-12: Extinktionsspektren von gemischten Gold-Silber-Substraten, die mit unterschiedlichen 
Mischungsverhältnissen von Gold- und Silbernanopartikeln in der Nanopartikellösung hergestellt wurden. 
(Au (c): Citrat-stabilisierte Goldnanopartikel, Ag (c): Citrat-stabilisierte Silbernanopartikel, Ag (h): 
Hydroxylamin-reduzierte Silbernanopartikel, Linker: APTES). 
REM-Aufnahmen und EDX-Spektren der Substrate, die in Abbildung 5-13 gezeigt sind, 
bestätigen, dass sowohl Gold- als auch Silbernanopartikel immobilisiert wurden und auf 
der gesamten Fläche homogen verteilt sind. Die Menge und Anordnung der Partikel auf 
den Oberflächen, sowie das Verhältnis von Gold- zu Silbernanopartikeln hängt neben der 
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Herstellungsart der Nanopartikel auch vom Gold-Silber-Partikelverhältnis in der 
jeweiligen Mischung ab. Die höchste Dichte an Nanopartikeln wird bei Verwendung von 
Citrat-reduzierten Goldnanopartikeln und Hydroxylamin-reduzierten Silbernanopartikeln 
im Verhältnis 3:1 in der Inkubationslösung erreicht, während die Substrate mit einer 
Mischung von Citrat-reduzierten Gold- und Silbernanopartikeln im Verhältnis 10:1 in der 
Inkubationslösung die geringste Dichte aufweisen (Vergleich Abbildung 5-13 a und c). 
Das Verhältnis von Gold- zu Silbernanopartikeln auf den Oberflächen entspricht nicht 
dem Verhältnis der Partikel in Lösung. Bei den Mischungen von Gold- und Hydroxyl-
amin-reduzierten Silbernanopartikeln (Abbildung 5-13 a und b) ist das Partikelverhältnis 
von Gold zu Silber mit 14:1 und 4:1 auf den Oberflächen für Partikelverhältnisse von 3:1 
und 0,3:1 in Lösung auf den Substraten größer als in Lösung. Bei den Citrat-reduzierten 
Silbernanopartikeln (Abbildung 5-13 c) ist dagegen ein Anteil an Goldnanopartikeln von 
12:1 zu beobachten. Dort entspricht das Verhältnis von Gold zu Silber ungefähr dem 
Partikelverhältnis in Lösung (10:1). 
 
Abbildung 5-13: REM-Aufnahmen gemischter Gold-Silber-Substrate: a) Au(c):Ag(h) ~ 3, b) Au(c):Ag(h) ~ 
0,3, c) Au(c):Ag(c) ~ 10 (Verhältnis von Gold zu Silbernanopartikeln in den Nanopartikellösungen). (Au 
(c): Citrat-stabilisierte Goldnanopartikel, Ag (c): Citrat-stabilisierte Silbernanopartikel, Ag (h): 
Hydroxylamin-reduzierte Silbernanopartikel, Linker: APTES). Zur Verbesserung der Leitfähigkeit der 
Proben wurden diese mit Kohlenstoff bedampft. d) EDX-Spektren von Punktanalysen zweier verschiedener 
Partikel auf einem gemischten Gold-Silber-Substrat. 
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Die Goldnanopartikel bilden, wie auch bei Verwendung reiner Goldnanopartikellösungen, 
kleine Aggregate und lagern sich zum Teil um die Silbernanopartikel an, sodass Misch-
aggregate gebildet werden (Abbildung 5-13). Dies tritt bevorzugt bei der Verwendung 
von Citrat-reduzierten Silbernanopartikeln auf, wo neben sphärischen auch stäbchen-
förmige Silbernanopartikel vorhanden sind (Abbildung 5-13 c). Die Größe und Anzahl 
der Goldnanopartikelaggregate auf den Substraten mit Gold- und Hydroxylamin-
reduzierten Silbernanopartikeln hängt vom Anteil an Goldnanopartikeln in der Lösung ab. 
Je größer der Anteil der Goldnanopartikel ist, desto mehr Aggregate sind vorhanden, und 
desto größer sind diese (Vergleich Abbildung 5-13 a und b). 
Die Beobachtungen bestätigen die Vermutung aus Abschnitt 5.1, dass die Wechsel-
wirkung von Gold- und Silbernanopartikeln mit dem Linker unterschiedlich ist. Aufgrund 
der unterschiedlichen Dichten und Gold-Silber-Verhältnisse in Abhängigkeit von der 
Herstellungsart, muss neben der Art des Metalls auch die chemische Beschaffenheit der 
Oberflächen (Art der Ionen an der Oberfläche der Nanopartikel) einen Einfluss auf die 
Wechselwirkung haben. Die Nanostruktur der Oberflächen wird wesentlich von der 
Zusammensetzung der Mischung in der Inkubationslösung beeinflusst. 
Der Verstärkungsfaktor auf den gemischten Gold-Silber-Substraten wurde unter Verwen-
dung von Kristallviolett untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5-14 dargestellt. 
Sie zeigen eine sehr homogene Verteilung des Verstärkungsfaktors. Die Verstärkungs-
faktoren der Substrate mit einem hohen Goldanteil (Au(c):Ag(h) ~ 3 und Au(c):Ag(h) ~ 
1) sind denen der reinen Goldsubstrate sehr ähnlich (Vergleich Abbildung 5-14 a und b 
mit Abbildung 5-6 d), während die mit einem hohen Silberanteil (Au(c):Ag(h) ~ 0,3) 
etwas niedriger sind und denen der reinen Silbersubstrate entsprechen (Vergleich 
Abbildung 5-14 c mit Abbildung 5-6 b). Die Homogenität der Verstärkung auf den 
Substraten mit einem hohen Silberanteil (Au(c):Ag(h) ~ 0,3) ist höher als bei den 
Substraten, auf denen ausschließlich Silbernanopartikel immobilisiert wurden (Vergleich 
Abbildung 5-14 c mit Abbildung 5-6 b). Durch die simultane Immobilisierung kleiner 
Mengen Goldnanopartikel kann die mikroskopische Homogenität des Verstärkungsfaktors 
von Oberflächen mit einem hohen Anteil an Silbernanopartikeln erhöht werden. 
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Abbildung 5-14: Schematische Verteilung des Verstärkungsfaktors in Abhängigkeit der Position (x,y) auf 
gemischten Gold-Silbersubstraten bestehend aus Citrat-reduzierten Gold- und Hydroxylamin-reduzierten 
Silbernanopartikeln mit einem Mischungsverhältnis von a) Au:Ag ~ 3, b) Au:Ag ~ 1, Au:Ag ~ 0.3 in der 
Inkubationslösung. Die Verstärkungsfaktoren wurden mit 5·10-6 M Kristallviolett als Analyt bestimmt. Die 
SERS-Spektren wurden in einem Abstand von 10 µm aufgenommen (λ = 633 nm, Intensität: 
2,7·103 W·cm-2, 1 s) und der Durchmesser der Messpunkte betrug 1,5 µm (nicht skaliert in der Darstellung). 
Die Ergebnisse zeigen, dass Gold- und Silbernanopartikel simultan unter Verwendung 
desselben Aminosilanlinkers immobilisiert werden können. Aufgrund der unterschied-
lichen Wechselwirkung von Analytmolekülen mit Gold- und Silbernanopartikeln[175], 
können sich aus der Mischung dieser Nanopartikel neue Funktionalitäten der Oberflächen 
ergeben. Da die Verstärkung der gemischten Oberflächen, der Verstärkung der reinen 
Gold- und Silbernanopartikel in Abhängigkeit des Mischungsverhältnisses entspricht, 
ermöglichen solche gemischten Oberflächen Untersuchungen zur Wechselwirkung von 
Analytmolekülen mit den Nanopartikeloberflächen und Messungen mit verbesserter 
Separation von Analytmolekülen. 
Eine weitere Möglichkeit, Gold- und Silbernanopartikel auf Substraten zu mischen, ist die 
Immobilisierung von Gold- bzw. Silbernanopartikeln mit APTES und anschließende 
Funktionalisierung der Nanopartikel mit einem Molekül mit zwei funktionellen Gruppen 
(z.B. p-Aminothiophenol, PATP)[190]. Bei Inkubation der funktionalisierten Substrate in 
einer Lösung mit Nanopartikeln des entsprechend anderen Metalls, werden diese Nano-
partikel durch das PATP gebunden (Schema in Abbildung 5-15). 
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Abbildung 5-15: Vereinfachte Schematische Darstellung der Struktur gemischter Gold-Silber-Nanopartikel-
oberflächen hergestellt mit PATP. 
Extinktionsspektren von Oberflächen, bei denen zunächst Citrat-stabilisierte Gold- und 
anschließend Hydroxylamin-reduzierte Silbernanopartikel unter Verwendung unter-
schiedlicher PATP-Konzentrationen immobilisiert wurden, sind in Abbildung 5-16 
gezeigt. Die Spektren weisen Plasmonenbanden mit einem Maximum bei ~400 nm und 
~520 nm, sowie eine erweiterte Plasmonenbande im Bereich zwischen 600 nm und 
700 nm auf. Die Plasmonenbanden können Gold- bzw. Silbernanopartikeln zugeordnet 
werden. Das weist darauf hin, dass mit beiden PATP-Konzentrationen Silbernanopartikel 
auf den Goldnanopartikeloberflächen gebunden wurden. 
 
Abbildung 5-16: a) Extinktionsspektren von Goldnanopartikelsubstraten, die mit PATP funktionalisiert und 
anschließend in einer Lösung mit Hydroxylamin-reduzierten Silbernanopartikeln inkubiert wurden. b) 
SFM-Aufnahme eines Auschnitts (5x5 µm2) des Substrats aus a) mit 10-5 M PATP (blaues Spektrum). 
Um zu überprüfen, ob die Anbindung der Silbernanopartikel tatsächlich über das PATP 
stattfindet und nicht über freie Anbindungsstellen des Aminosilanlinkers, wurden 
immobilisierte Goldnanopartikel ohne Funktionalisierung mit PATP zu einer Silbernano-
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(schwarzes Spektrum in Abbildung 5-16). Es kann also davon ausgegangen werden, dass 
keine Bindung von Silbernanopartikeln stattgefunden hat und die Anbindung der Silber-
nanopartikel auf einer Wechselwirkung mit dem PATP beruht. Je nach Konzentration von 
PATP während der Funktionalisierung, ist die zusätzliche Plasmonenbande von Silber bei 
~400 nm unterschiedlich stark ausgeprägt (Vergleich blaues und rotes Spektrum in 
Abbildung 5-16). Das deutet darauf hin, dass in Abhängigkeit der PATP-Konzentration 
unterschiedliche Mengen an Silbernanopartikeln auf den Goldnanopartikelsubstraten 
immobilisiert wurden. Unter der Annahme, dass ein PATP-Molekül eine Fläche von 
0,19 nm2 besetzt[122], kann für beide verwendeten Konzentrationen (10-5 M und 10-6 M) 
eine vollständige Bedeckung der Nanopartikeloberflächen mit PATP angenommen 
werden, sodass keine Unterschiede in der Menge der gebundenen Silbernanopartikel zu 
erwarten wären. Die unterschiedlichen Mengen an gebundenen Silbernanopartikeln lassen 
vermuten, dass die Konzentration in der Funktionalisierungslösung nicht der Konzen-
tration auf den Nanopartikeloberflächen entspricht. 
Die Rasterkraftmikroskopieaufnahme in Abbildung 5-16 b zeigt, dass Goldnanopartikel 
eine gleichmäßige Schicht bilden, auf der die Silbernanopartikel zum Teil einzeln und 
zum Teil als kleine Aggregaten vorliegen. SERS-Messungen von PATP auf reinen 
Goldnanopartikeloberflächen und den gemischten Gold-Silbernanopartikeloberflächen 
haben eine Signalsteigerung von PATP um den Faktor 10 ergeben (Daten nicht gezeigt). 
Die Signalsteigerung lässt sich auf die höhere Anzahl an Nanopartikeln auf den 
gemischten Gold-Silberoberflächen zurückführen. Diese Herstellung der Substrate belegt, 
dass Silbernanopartikel auf Goldnanopartikeln gebunden werden können und so die 
plasmonischen Eigenschaften beeinflussbar sind. Für eine Detektion von 
Analytmolekülen über SERS eignen sie sich aufgrund des intensiven Signals von PATP 
jedoch nicht. 
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6. Elektronenstrahllithographisch hergestellte Goldnano-
partikeloberflächen als SERS-Substrate und Vergleich 
mit immobilisierten Nanopartikeln 
Nanolithographische Verfahren haben in jüngster Zeit zunehmend an Bedeutung für die 
Herstellung von SERS-Substraten gewonnen, da sie sehr reproduzierbar durchgeführt 
werden können. Bei einer lithographischen Herstellung können Größe, Form und Abstand 
zwischen den Partikeln genau eingestellt werden[43,44]. Dadurch können mit nanolitho-
graphisch hergestellten Substraten Untersuchungen zum Einfluss des Abstandes zwischen 
den Nanostrukturen, sowie von ihrer Form und Größe auf die Eigenschaften im SERS-
Experiment, durchgeführt werden. Durch Vergleich mit theoretischen Vorhersagen aus 
elektrodynamischen Simulationen zur Feldverstärkung, können so SERS-Substrate mit 
immobilisierten Partikeln gezielt für den Einsatz in spezifischen analytischen Anwendun-
gen optimiert werden. Nachteilig sind allerdings der sehr hohe technische Aufwand und 
die hohen Kosten der Herstellung. 
Aufgrund der Möglichkeit mittels Elektronenstrahllithographie definierte plasmonische 
Oberflächen herzustellen, wurden die in dieser Arbeit durch Immobilisierung generierten 
Nanopartikeloberflächen mit lithographisch hergestellten Substraten verglichen. Insbe-
sondere lassen sich damit die folgenden Erkenntnisse gewinnen: 
1) Der Einfluss von Größe und Abstand der Nanopartikel auf die SERS-Verstärkung 
2) Mögliche Effekte des Organosilanlinkers im Fall der immobilisierten 
Nanopartikel auf die SERS-Verstärkung, da in der Nanolithographie kein Linker 
eingesetzt wird. 
Für die Experimente wurden mit Elektronenstrahllithographie flächige Substrate herge-
stellt, deren nanoskopische Eigenschaften, denen der immobilisierten Partikel ähnlich 
sind. Die Oberflächen bestehen aus periodisch angeordneten Goldzylindern mit einer 
Höhe von 40 nm auf einem Siliziumwafer (Abbildung 6-1 a). Die Höhe und der Durch-
messer der Zylinder entsprechen ungefähr dem Durchmesser der immobilisierten Gold-
nanopartikel (siehe Kapitel 5.1). 
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Abbildung 6-1: a) REM-Aufnahme eines elektronenstrahllithographisch hergestellten Substrats mit 
Goldzylindern (Höhe: 40 nm, Abstand: 70 nm) auf einem Siliziumwafer und b) Schematische Verteilung 
des Verstärkungsfaktors in Abhängigkeit der Position (x, y). Die Verstärkungsfaktoren wurden mit 1·10-5 M 
Kristallviolett als Analyt bestimmt. Die SERS-Spektren wurden in einem Abstand von 10 µm aufge-
nommen (λ = 633 nm, Intensität: 2,7·104 W·cm-2, 1 s) und der Durchmesser der Messpunkte betrug 1,5 µm 
(nicht skaliert in der Darstellung). 
Wie in Abbildung 6-1 a ersichtlich, ist der Abstand zwischen den Nanozylindern mit 
70 nm sehr groß, deutlich größer als bei den immobilisierten Goldnanopartikeln 
(Vergleich Abbildung 5-5 e). Die Strukturen sind damit vergleichbar mit isolierten Nano-
strukturen. Der recht weite Abstand ist auf das Herstellungsverfahren zurückzuführen und 
ist der Kleinstmögliche, der hier erreicht werden kann. Durch die Streuung von 
Elektronen innerhalb der im Herstellungsprozess verwendeten Polymermatrix (Abschnitt 
3.4) und an dem darunter befindlichen Siliziumwafer, kommt es zu einer Aufweitung des 
Primärstrahls[119]. Dadurch ist der Bereich, der vom Elektronenstrahl beeinflusst wird, 
größer als die Breite des Elektronenstrahls. 
Die Strukturen sind sehr gleichmäßig angeordnet (Abbildung 6-1 a). Mit den Substraten 
wird ein mittlerer Verstärkungsfaktor von 5·102 erreicht (Abbildung 6-1 b). Dieser Ver-
stärkungsfaktor ist in guter Übereinstimmung mit der für Einzelpartikel theoretisch 
vorhergesagten Verstärkung[5,57] und der, die für einzelne Citrat-stabilisierte Goldnano-
partikel in Lösung gefunden wurde[191] (Abbildung 4-7 und Tabelle 4-3 in Kapitel 4.3). 
Wie die Kartierung des Verstärkungsfaktors in Abbildung 6-1 b zeigt, ist dessen mikros-
kopische Homogenität auf den elektronenstrahllithographisch hergestellten Oberflächen 
etwas geringer, als auf den mit Organosilan-immobilisierten Goldnanopartikelflächen 
(Vergleich Abbildung 5-6 und Abbildung 6-1 b). Dies könnte in der Unterteilung der 
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100 x 100 µm2-Fläche in vier einzelne Flächen begründet sein, die jeweils durch eine 
Lücke von einigen Mikrometern getrennt sind. Daraus resultierend kann die Anzahl von 
Nanostrukturen im Fokus variieren. 
Sind Nanostrukturen auf Oberflächen angeordnet, so wird unter Einfluss des, um die 
Nanostrukturen induzierten Feldes, auch ein Dipol in seiner Unterlage erzeugt, der ein 
Abbild des induzierten Dipols in der Nanostruktur ist[192,193]. Durch Wechselwirkung der 
beiden Dipolfelder kommt es zu einer Änderung des elektrischen Feldes um die Nano-
strukturen. Da die Größe, des in der Oberfläche induzierten Dipolmoments, von der 
Dielektrizitätskonstante des Materials, auf dem sich die Nanostrukturen befinden, 
abhängt, hat das Material der Unterlage einen Einfluss auf das lokale Feld der Nano-
struktur[192,193]. Um den Einfluss des Materials der Unterlage auf die Verstärkung der 
elektronenstrahllithographisch hergestellten Substrate zu untersuchen, wurde vor dem 
Aufbringen der Goldschicht eine 100 nm dicke Siliziumdioxidschicht (SiO2-Schicht) auf 
dem Siliziumwafer erzeugt. Die Goldnanostrukturen sind, wie auf dem reinen Silizium-
wafer, gleichmäßig angeordnet (Abbildung 6-2 a). Mit den so hergestellten Substraten 
wird ein mittlerer Verstärkungsfaktor von 6·103 erreicht (Abbildung 6-2 b). Diese 
Verstärkung ist um den Faktor 10 höher als mit den Nanostrukturen auf dem reinen 
Siliziumwafer (Vergleich Abbildung 6-1). Die Berechnungen mittels finiter Differenzen-
Methode (finite difference time domain, FDTD) der elektrischen Feldintensitäten 
bestätigen diese Beobachtungen (Abbildung 6-3). Die Simulationen zeigen, dass höhere 
Intensitäten erreicht werden und die Felder sich stärker überlagern, wenn sich auf dem 
Siliziumwafer eine SiO2-Schicht befindet (Abbildung 6-3). 
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Abbildung 6-2: a) REM-Aufnahme eines elektronenstrahllithographisch hergestellten Substrats mit 
Goldzylindern (Höhe: 40 nm, Abstand: 70 nm) auf einem Siliziumwafer mit SiO2-Schicht (100 nm) und b) 
Schematische Verteilung des Verstärkungsfaktors in Abhängigkeit der Position (x, y). Die Verstärkungs-
faktoren wurden mit 1·10-5 M Kristallviolett als Analyt bestimmt. Die SERS-Spektren wurden in einem 
Abstand von 10 µm aufgenommen (λ = 633 nm, Intensität: 2,7·104 W·cm-2, 1 s) und der Durchmesser der 
Messpunkte betrug 1,5 µm (nicht skaliert in der Darstellung). 
 
Abbildung 6-3: Verteilung der elektrischen Feldintensität von Goldzylinderdimeren (Höhe: 50 nm, Abstand: 
70 nm) auf a) einer Siliziumschicht (100 nm) und b) einer Siliziumdioxidschicht (100 nm). Die Verteilung 
der Feldintensität wurde über FDTD-Berechnungen bestimmt. Es wurde eine Intensität des 
Anregungsfeldes von 1 gewählt, sodass das erhaltene Feld der Feldverstärkung durch die Nanostrukturen 
entspricht. Wie in Gleichung 1 entspricht die Verstärkung im SERS-Experiment ungefähr dem Quadrat der 
Feldintensität, da sowohl das Anregungsfeld, als auch das gestreute Feld verstärkt werden, wenn die 
Frequenz der Felder in Resonanz zur Plasmonenresonanz steht (siehe Kapitel 1). 
100 nm
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Abbildung 6-4: REM-Aufnahmen einer elektronenstrahllithographisch hergestellten Oberfläche mit Gold-
zylindern (Bereich B, Höhe und Durchmesser der Primärpartikel: 40 nm), die mit 36 nm zusätzlichem Gold 
bedampft wurde. In b) ist ein Ausschnitt der Aufnahme in a) dargestellt. Der Ausschnitt stammt aus dem 
vorstrukturierten Bereich, der in a) mit B markiert ist. 
Um die elektronenstrahllithographisch hergestellten Substrate mit den immobilisierten 
Nanopartikeln vergleichen zu können, musste der Abstand zwischen den Partikeln 
verringert werden. Dazu wurden Substrate mit 30 nm hohen Goldzylindern mit einem 
Abstand von 70 nm hergestellt, die anschließend in mehreren Schritten mit Gold 
bedampft und zwischen den einzelnen Bedampfungsschritten geheizt wurden. Raster-
elektronenmikroskopieaufnahmen zeigen, dass sich dadurch der Abstand zwischen den 
Zylindern verringert (Vergleich Bereich B in Abbildung 6-4 a mit Abbildung 6-1 a). 
Neben dem Wachstum der Zylinder führt die Bedampfung auch zur Bildung neuer, 
kleiner Partikel im Zwischenraum der Zylinder (Abbildung 6-4 b). Außerhalb der vor-
strukturierten Bereiche läuft der Goldfilm zu unstrukturierten Inseln zusammen 
(Abbildung 6-4 a, Bereich A). In den vorstrukturierten Bereichen werden 
Verstärkungsfaktoren von 2·106 (Abbildung 6-5 a, Bereich B in Abbildung 6-4) und 
außerhalb der vorstrukturierten Bereiche von 8·105 (Abbildung 6-5 b, Bereich A in 
Abbildung 6-4) erreicht. Diese Verstärkungsfaktoren sind in guter Übereinstimmung mit 
den in der Literatur für Silberinselfilme beschriebenen Verstärkungsfaktoren von 104 –
 106 [73,97,100] und mit theoretisch vorhergesagten Werten von 3·106 [42]. 
Im Bereich der Goldzylinder weisen die Substrate eine hohe Homogenität auf 
mikroskopischer Ebene auf (Abbildung 6-5 a), während in den Bereichen außerhalb die 
Homogenität, aufgrund der ungeordneten Strukturen, wesentlich geringer ist (Abbildung 
6-5 b). Dies zeigt, dass die Vorstrukturierung in einer höheren mikroskopischen Homo-
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genität der Substrate im Vergleich zu herkömmlichen Inselfilmen resultiert. Die 
Verstärkung ist vergleichbar mit derjenigen, welche mit den organosilan-immobilisierten 
Goldnanopartikeln erreicht wurde (Vergleich mit Abbildung 5-6). 
 
Abbildung 6-5: Schematische Verteilung des Verstärkungsfaktors in Abhängigkeit der Position (x, y) auf 
einem mittels Elektronenstrahllithographie hergestellten Goldsubstrat, das zusätzlich mit Gold bedampft 
wurde (Abbildung 6-4) a) im Bereich der Goldzylinder (Fläche B in Abbildung 6-4 a) und b) außerhalb des 
vorstrukturierten Bereichs (Fläche A in Abbildung 6-4 a). Die Verstärkungsfaktoren wurden mit 5·10-5 M 
Kristallviolett als Analyt (λ = 633 nm, Intensität: 2,7·104 W·cm-2, 1 s) bestimmt. Die SERS-Spektren 
wurden in einem Abstand von 10 µm aufgenommen und der Durchmesser Messpunkte betrug 1,5 µm (nicht 
skaliert in der Darstellung). 
Bei der Betrachtung der SERS-Verstärkung der mit zusätzlichem Gold bedampften, 
vorstrukturierten Zylinderarrays, müssen mehrere Faktoren berücksichtigt werden. Die 
Bedampfung führt neben einer Verringerung des Abstands zwischen den Partikeln auch zu 
einer Vergrößerung der Höhe und der Durchmesser der Zylinder. Wie Ergebnisse mit 
Inselfilmen zeigen86, 173 hängt die Intensität der Raman-Signale von der Abscheidungsrate 
und der Dicke der Filme ab. Ein solcher Effekt könnte auch bei der Bedampfung von 
lithographisch hergestellten Partikeln zum Tragen kommen. Neben der Veränderung von 
Größe und Form der primären Partikel, können, als weiterer Faktor durch den 
Bedampfungsprozess zusätzliche, kleinere Partikel zwischen den lithographisch 
definierten Strukturen entstehen. 
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Abbildung 6-6: Verteilung der elektrischen Feldintensität von Goldzylinderdimeren mit unterschiedlichen 
Höhen h, Durchmessern d und Abständen a auf einer Siliziumdioxidschicht (100 nm): a) h = 50 nm, 
d = 50 nm, a = 70 nm, b) h = 50 nm, d = 50 nm, a = 5 nm, c) h = 50 nm, d = 50 nm, a = 2 nm, d) h = 80 nm, 
d = 80 nm, a = 2 nm. Die Verteilung der Feldintensität wurde über FDTD-Berechnungen bestimmt. Es 
wurde eine Intensität des Anregungsfeldes von 1 gewählt, sodass das erhaltene Feld der Feldverstärkung 
durch die Nanostrukturen entspricht. Wie in Gleichung 1 entspricht die Verstärkung im SERS-Experiment 
ungefähr dem Quadrat der Feldintensität, da sowohl das Anregungsfeld, als auch das gestreute Feld 
verstärkt werden, wenn die Frequenz der Felder in Resonanz zur Plasmonenresonanz steht (siehe Kapitel 1). 
Der Einfluss von Abstand und Größe der Partikel wurde zunächst in FDTD-Rechnungen 
betrachtet. Abbildung 6-6 zeigt die Verteilung der Feldintensität für Goldzylinderdimere 
mit unterschiedlichen Höhen, Durchmessern und Abständen. Je kleiner der Abstand 
zwischen den Partikeln (Vergleich Abbildung 6-6 a-c) und je größer der Durchmesser und 
die Höhe der Partikel (Vergleich Abbildung 6-6 c und d) ist, desto größer ist auch die 
Intensität des elektrischen Feldes. Dies ist in guter Übereinstimmung mit den Ergebnissen 
aus Abschnitt 4.3, wo eine Zunahme der Verstärkung mit zunehmender Größe von 
Goldnanopartikeln in Lösung beobachtet wurde. 
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Der Einfluss von Durchmesser und Abstand der Primärpartikel und der Dicke der 
Bedampfungsschicht wurden nun im Experiment untersucht. Dazu wurden Nanopartikel-
arrays mit Goldzylindern hergestellt, die unterschiedliche Durchmesser, Höhen und 
Abstände von aufwiesen. Diese Substrate wurden zusätzlich mit Gold in unter-
schiedlichen Schichtdicken bedampft. 
In Tabelle 6-1 sind die Verstärkungsfaktoren für vier Nanopartikelarrays (a-d), die sich in 
der Höhe der Primarpartikel und der Bedampfungsschicht unterscheiden, und die jeweils 
in Bereiche mit unterschiedlichen Durchmessern und Abstände der Nanostrukturen 
unterteilt waren, zusammengefasst. Wie daraus hervorgeht, sind die Ergebnisse sehr 
ähnlich und unterscheiden sich hauptsächlich für verschiedene Anfangshöhen und 
Bedampfungsdicken. Es wurden Verstärkungsfaktoren zwischen 2·105 für 27 nm hohe 
Zylinder, die mit einer 40 nm-dicken Goldschicht bedampft wurden (Tabelle 6-1 b) und 
4·106 für 30 nm hohe Zylinder, die mit einer 24 nm-dicken Goldschicht bedampft wurden 
Tabelle 6-1 c), erhalten. Die Ergebnisse zeigen also keine Unterschiede im 
Verstärkungsfaktor in Abhängigkeit des Abstands der Primärpartikel und des 
Durchmessers. Das lässt darauf schließen, dass die Verstärkung durch die kleineren 
Nanopartikeln, die sich zwischen den großen Nanostrukturen gebildet haben, bestimmt 
wird. Aus der Literatur ist bekannt, dass durch die Überlagerung der Felder von kleinen 
und großen Partikeln lokal sehr hohe Felder entstehen können[35,144]. Die Bildung 
zusätzlicher, kleiner Nanostrukturen in der elektronenstrahllithographischen Partikel-
anordnung ist in Abbildung 6-5 a deutlich zu erkennen. Sie wurden in weiteren 
Simulationen berücksichtigt. Abbildung 6-7 vergleicht einen Ausschnitt aus einer 
Anordnung 50 nm großer Partikel ohne (Abbildung 6-7 a) und mit (Abbildung 6-7 b) 
zwischengelagerten, kleineren Goldnanopartikeln. Die FDTD-Berechnungen ergeben 
Verstärkungen von 106 in Anwesenheit zusätzlicher, kleinerer Partikel (Abbildung 6-7). 
Sie bestätigen somit, dass derartige Verstärkungen mit den bedampften Nanostrukturen 
erreicht werden können. 
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Abbildung 6-7: Verteilung der Feldintensität in Nanopatikelarrays mit a) Zylinder mit einer Höhe von 
50 nm und b) Zylindern mit einer Höhe von 50 nm, in deren Zwischenräumen sich 20 nm große Gold-
nanopartikel befinden. Die Verteilung der Feldintensität wurde über FDTD-Berechnungen bestimmt. Es 
wurde eine Intensität des Anregungsfeldes von 1 gewählt, sodass das erhaltene Feld der Feldverstärkung 
durch die Nanostrukturen entspricht. Wie in Gleichung 1 entspricht die Verstärkung im SERS-Experiment 
ungefähr dem Quadrat der Feldintensität, da sowohl das Anregungsfeld, als auch das gestreute Feld ver-
stärkt werden, wenn die Frequenz der Felder in Resonanz zur Plasmonenresonanz steht (siehe Kapitel 1). 
Tabelle 6-1: Verstärkungsfaktoren für vier elektronstrahllithographisch hergestellte Goldpartikelarrays mit 
einer Höhe der Primärpartikel h, auf die zusätzliches Gold der Schichtdicke s aufgedampft wurde: a) 
h = 20 nm, s = 20 nm, b) h = 27 nm, s = 40 nm, c) . h = 30 nm, s = 24 nm, d) h = 40 nm, s = 24 nm. Die 
Substrate waren in Bereiche mit unterschiedlichem Durchmesser d und variierendem Abstand zwischen den 
Nanostrukturen Λ in nm unterteilt. Die Verstärkungsfaktoren wurden mit 1·10-6 M Kristallviolett als Analyt-
molekül bestimmt (λ = 633 nm, I = 1,2·105 W·cm-2, 1 s). 
a b 
  
 Λ = 80 Λ = 75 Λ = 70 Λ = 65  Λ = 80 Λ = 75 Λ = 70 Λ = 65 d = 37 nm 8·105 1·106 1·106 1·106  2·105 2·105 2·105 2·105 
d = 40 nm 1·106 1·106 2·106 1·106  2·105 2·105 3·105 2·105 
d = 42 nm 1·106 2·106 2·106 1·106  2·105 2·105 2·105 3·105 
d = 47 nm 8·105 1·106 1·106 1·106  3·105 3·105 5·105 3·105 
c d 
  
 Λ = 80 Λ = 75 Λ = 70 Λ = 65  Λ = 80 Λ = 75 Λ = 70 Λ = 65 d = 37 nm 3·106 2·106 2·106 2·106  4·105 5·105 4·105 4·105 
d = 40 nm 2·106 2·106 2·106 3·106  8·105 5·105 2·105 6·105 
d = 42 nm 4·106 3·106 3·106 3·106  8·105 1·105 2·105 3·105 
d = 47 nm 3·106 4·106 4·106 3·106  9·105 7·105 4·105 4·105 
          
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die organosilan-immobilisierten Goldnano-
partikel ähnliche Verstärkungsfaktoren liefern, wie reproduzierbar hergestellte Modell-
strukturen. Wie die theoretischen Betrachtungen des Modells zeigen, setzt insbesondere 
Elektronenstrahllithographisch hergestellte Goldnanopartikeloberflächen als SERS-
Substrate und Vergleich mit immobilisierten Nanopartikeln 
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die Anwesenheit des Organosilanlinkers die prinzipiell realisierbare Verstärkung nicht 
herab. Im Gegensatz zu nanolithographischen Substraten, deren Herstellung technisch 
sehr aufwändig und kostenintensiv ist, können die organosilan-immobilisierten Nano-
partikel einfach und reproduzierbar hergestellt werden. 
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7. Kombination katalytischer und plasmonischer 
Nanopartikel auf Oberflächen für in situ-Untersuchungen 
kinetischer Reaktionen mittels SERS 
Die Bestimmung von Reaktionskonstanten als Maß für die katalytische Aktivität ist ein 
entscheidender Schritt bei der Entwicklung und Charakterisierung neuer Katalysatoren. 
Der Einsatz molekülspezifischer, spektroskopischer Techniken, wie IR und 
Raman[194,195,196] in der Untersuchung von Reaktionen auf Oberflächen, ermöglicht die 
Gewinnung von Informationen über die molekulare Struktur von Zwischen- und Neben-
produkten. Speziell mit Raman-Spektroskopie können auch Reaktionen in Lösung 
untersucht werden, was die Methode für viele Arten von Katalysatoren anwendbar macht. 
Anders als ein UV/Vis-Experiment ist ein Raman-Experiment, außerhalb der 
elektronischen Anregung, weitgehend unabhängig von den optischen Eigenschaften der 
Probe. Der Vorteil von SERS bei der Untersuchung katalytischer Reaktionen sind die 
kurzen Messzeiten. SERS wurde bereits für in situ-Untersuchungen verschiedener Arten 
von Reaktionen auf Elektrodenoberflächen eingesetzt[197,198]. Dazu zählt z.B. die 
Detektion von Reaktionsintermediaten[199], die Bestimmung des Einflusses vom 
Elektrodenpotenzial[200,201] und Untersuchungen des Elektronentransfers in Proteinen[202]. 
Der Einsatz in der Untersuchung von Katalysatoren und für die Bestimmung von 
Reaktionskonstanten blieb bisher aus. Für diese Untersuchungen sind SERS-Substrate 
von Vorteil, die, wie die organosilan-immobilisierten Nanopartikel, leicht und 
reproduzierbar hergestellt werden können und eine hohe Homogenität der Verstärkung 
aufweisen. 
Für die Bestimmung der katalytischen Aktivität verschiedener Katalysatoren wurde als 
Modellreaktion die Reduktion von p-Nitrothiophenol (PNTP) zu p-Aminothiophenol 
(PATP) mit Natriumborhydrid gewählt (Abbildung 7-1). Die analoge Reaktion von Nitro-
phenol mit Natriumborhydrid zu Aminophenol wurde bereits vielfach mittels UV/Vis-
Spektroskopie untersucht[124,203,204,205]. Der Reaktionsverlauf und die verschiedenen 
Einflussfaktoren sind damit weitestgehend bekannt. 
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7.1 Organosilan-immobilisierte Nanopartikel und Nanopartikelmischungen als 
SERS-Substrate für die Untersuchung katalytischer Reaktionen 
 
Abbildung 7-1: Schematische Darstellung der Reduktion von p-Nitrothiophenol zu p-Aminothiophenol mit 
Natriumborhydrid. 
Für die Untersuchung metallkatalysierter Reaktionen mit SERS sind bifunktionale 
Metallstrukturen von Vorteil, die sowohl plasmonische Eigenschaften aufweisen und 
gleichzeitig als Katalysator fungieren[206]. Bei den Kompositstrukturen handelt es sich 
meist im Core-Shell-Nanopartikel, mit einem Kern aus Gold, der von einer dünnen 
Schicht aus Platin oder Palladium umgeben ist[207,208,209,210]. Obwohl die SERS-Aktivität 
katalytisch aktiver Kompositnanostrukturen bereits mehrfach anhand von Testmolekülen 
gezeigt werden konnte[207,208,211], gibt es nur wenige Arbeiten, in denen die Strukturen für 
die Beobachtung katalytischer Reaktionen mittels SERS eingesetzt wurden[209,210]. 
Wie bereits in Kapitel 5.4 am Beispiel der gemischten Gold-Silber-Substrate gezeigt, 
lassen sich durch die Immobilisierung von Nanostrukturen mit Organosilanen, sehr ein-
fach Oberflächen mit Mischungen verschiedener Metallnanopartikel herstellen. Für die 
Herstellung von Substraten, die sowohl katalytische als auch SERS-Aktivität aufweisen, 
wurden 40 nm große Gold- und 2 nm große Platinnanopartikel mittels 3-Aminopropyltri-
ethoxysilan simultan auf einer Glasoberfläche immobilisiert. Dieser Ansatz unterscheidet 
sich von den bisher verwendeten Kompositstrukturen aus Gold und Platin[207,208,209] bzw. 
Palladium[210] durch die Einfachheit der Herstellung, die erhöhte Stabilität gegenüber 
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Die Nanostruktur und die mit Kristallviolett bestimmten Verstärkungsfaktoren der ge-
mischten Oberflächen mit Gold- und Platinnanopartikeln sind in Abbildung 7-2 darge-
stellt. Die Oberflächen weisen eine hohe und auf mikroskopischer Ebene homogen ver-
teilte SERS-Aktivität mit Verstärkungsfaktoren von 4·106 ± 5·105 auf (Abbildung 7-2 a). 
Rasterelektronenmikroskopieaufnahmen zeigen, dass die Goldnanopartikel gleichmäßig 
auf den Oberflächen angeordnet sind (Abbildung 7-2 b). Der Verstärkungsfaktor liegt mit 
~106 im Bereich der reinen Goldsubstrate (Vergleich Abbildung 5-6 d und Abbildung 7-2 
a), d.h. dass die zusätzlich auf den Oberflächen immobilisierten Platinnanopartikel nicht 
zu einer Abnahme der SERS-Verstärkung führen. Dies ist ein weiterer Vorteil der immo-
bilisierten Nanostrukturen im Vergleich zu Kompositstrukturen, da in den Komposit-
strukturen mit zunehmender Schichtdicke des katalytisch aktiven Materials die SERS-
Verstärkung abnimmt[18,207,212]. 
 
Abbildung 7-2: a) Schematische Verteilung des Verstärkungsfaktors in Abhängigkeit von der Position (x, y) 
und b) REM-Aufnahme eines Substrats mit simultan immobilisierten, Citrat-stabilisierten Gold- und Platin-
nanopartikeln. Die Verstärkungsfaktoren wurden mit 5·10-6 M Kristallviolett als Analyt (λ = 633 nm, 
Intensität: 8,5·103 W·cm-2, 1 s) bestimmt. Die SERS-Spektren wurden in einem Abstand von 10 µm 
aufgenommen und der Durchmesser der Messpunkte betrug 1,5 µm (nicht skaliert in der Darstellung). 
Werden Metallnanopartikel als Katalysator für die Reduktion von Nitrophenol verwendet, 
so läuft die Reduktion an der Oberfläche der Metallnanopartikel ab[203,204]. Die Borhydrid-
ionen reagieren mit dem Metall unter Bildung eines Metallhydrids. Im nächsten und 
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt kommt es zur Reduktion des ebenfalls an der 
Oberfläche adsorbierten Nitrophenols. 
Damit eine Detektion der Reaktion mittels SERS möglich ist, müssen sich die Moleküle 
und die Platinnanopartikel im lokalen optischen Feld der Goldnanopartikel befinden. In 
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Abbildung 7-3 sind Rastertunnelmikroskopieaufnahmen (STM) von 40 nm großen Gold- 
und 2 nm großen Platinnanopartikeln auf hochorientiertem pyrolytischem Graphit 
(HOPG) dargestellt. Sie zeigen Aggregate aus Goldnanopartikeln, an die kleinere Partikel 
angelagert sind. Aus der Größe der kleineren Partikel kann man schließen, dass es sich 
dabei um Platinnanopartikel handelt. Diese sind nicht fest an die Goldoberflächen 
gebunden und können leicht durch die STM-Spitze bewegt werden. 
 
Abbildung 7-3: STM-Aufnahmen von Citrat-stabilisierten Gold- und Platinnanopartikeln auf HOPG-
Substraten auf Flächen von 80x80 nm2 bzw. 60x60 nm2. 
Aus der Literatur ist bekannt, dass Gold- und Silbernanopartikel als Katalysatoren für die 
Reduktion von aromatischen Verbindungen eingesetzt werden können[204], 163, 165. Dabei 
ist die katalytische Aktivität abhängig von der Größe, Form und den Oberflächeneigen-
schaften der Partikel[213,214]. Für die Untersuchung der Aktivität von Katalysatoren in 
Lösung mit SERS werden plasmonische Oberflächen benötigt, die keine eigene kata-
lytische Aktivität besitzen. 
In Abbildung 7-4 sind SERS-Spektren von PATP und PNTP auf Oberflächen mit Citrat-
stabilisierten Gold- und Hydroxylamin-reduzierten Silbernanopartikel dargestellt. Die 
SERS-Spektren weisen charakteristische und intensive Banden von PATP und PNTP auf. 
Die Spektren, die mit den Gold- und Silbernanopartikeln aufgenommen wurden, unter-
scheiden sich kaum (Vergleich Abbildung 7-4 a und b). Dies in guter Übereinstimmung 
mit bereits bekannten Arbeiten[163,164,215]. Die Spektren von PNTP (schwarze Spektren in 
Abbildung 7-4) und PATP (rote Spektren in Abbildung 7-4) sind gut unterscheidbar und 
die Banden überlagern größtenteils nicht. Eine Ausnahme bildet die Bande bei 
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~1080 cm-1, die der C-S-Streckschwingung des PATP[164] und der C-H-Biegeschwingung 
des PNTP[215] zugeordnet werden kann. 
 
Abbildung 7-4: SERS-Spektren von PNTP und PATP (jeweils 10-4 M) auf a) Citrat-stabilisierten 
Goldnanopartikeln und b) Hydroxylamin-reduzierten Silbernanopartikeln, die jeweils mit APTES 
immobilisiert wurden (λ = 785 nm, I = 4,8·104 W·cm-2, 1 s). 
Zur Überprüfung der katalytischen Aktivität der verwendeten Citrat-stabilisierten Gold- 
und Hydroxylamin-reduzierten Silbernanopartikel wurden Kontrollexperimente durch-
geführt, bei denen die Intensität der SERS-Signale von immobilisierten und PNTP 
funktionalisierten Gold- und Silbernanopartikeln nach Zugabe von Natriumborhydrid 
ohne Zugabe eines weiteren Katalysators über einen Zeitraum von 25 Minuten untersucht 
wurden. Hier konnte eine Abnahme der Intensität im Falle der Silbernanopartikel beo-
bachtet werden (Spektren nicht gezeigt). Dies weist auf eine katalytische Aktivität der 
Silbernanopartikel hin, die sie für die Bestimmung der katalytischen Aktivität anderer 
Katalysatoren ungeeignet macht. Bei den Goldnanopartikeln blieb die Intensität konstant. 
Die Goldnanopartikel zeigten demzufolge keine katalytische Aktivität im betrachteten 
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7.2 Wahl eines geeigneten internen Standards 
Liegt Natriumborhydrid während der Reaktion im Überschuss vor, hängt die Geschwin-
digkeit der Reduktion des PNTP nur von der PNTP-Konzentration ab. Für die 
Bestimmung von Reaktionskonstanten muss diese also im Experiment quantifiziert 
werden. Für die Quantifizierung in SERS-, aber auch in normalen Raman-Experimenten, 
wird meist ein interner Standard verwendet[37,216,217]. Diese Methode hat den Vorteil, dass 
Intensitätsschwankungen, die aus Schwankungen in der Laserintensität und der 
Fokussierung resultieren, die Quantifizierung nicht beeinflussen. In unserem spezifischen 
Experiment muss der interne Standard folgende Kriterien erfüllen: 
1) Intensives SERS-Spektrum bei einer Anregungswellenlänge von 785 nm 
2) Keine Überlagerung der Signale mit denen des PNTP. 
3) Keine Reduktion mit Natriumborhydrid. 
4) Ähnliche Wechselwirkung mit der Nanopartikeloberfläche wie das PNTP, da dann 
von einem ähnlichen Verstärkungsmechanismus ausgegangen werden kann[218]. 
Es wurden drei verschiedene Moleküle als interne Standards getestet (Nilblau, Acridin 
Orange und 2-Naphtalenthiol (2-NT)). Die intensiven SERS-Spektren mit charakteris-
tischen Banden, die bei einer Anregungswellenlänge von 785 nm aufgenommen wurden, 
sind in Abbildung 7-5 dargestellt. Somit ist das erste Kriterium für alle getesteten 
Moleküle erfüllt. Beim Vergleich mit den Spektren von PNTP ist ersichtlich, dass die 
Banden der potentiellen Standards nicht mit denen des PNTP überlappen, siehe 
Abbildung 7-6 für das Beispiel 2-NT. 
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Abbildung 7-5: Strukturformeln und SERS-Spektren von a) 10-4 M Nilblau, b) 10-4 M Acridin Orange, c) 
10-4 M 2-Naphtalenthiol auf immobilisierten, Citrat-stabilisierten Goldnanopartikeln (Linker: APTES) 
(λ = 785 nm, I = 4,8·104 W·cm-2, 1 s). 
 
Abbildung 7-6: Vergleich der SERS-Spektren von PNTP, PATP und 2-NT (jeweils 10-4 M) auf 
immobilisierten Goldnanopartikeln (Linker: APTES) (λ = 785 nm, I = 4,8·104 W·cm-2, 1 s). Die mit Stern 
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Die Stabilität der internen Standards gegenüber Natriumborhydrid wurde anhand von 
UV/Vis-Messungen untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7-7 gezeigt. In allen 
Spektren waren nach Zugabe von Natriumborhydrid Veränderungen zu erkennen. Beim 
Nilblau (Abbildung 7-7 a) und Acridin Orange (Abbildung 7-7 b) weisen diese 
Veränderungen auf eine Instabilität gegenüber Natriumborhydrid hin, sodass diese 
Moleküle nicht als interne Standards geeignet sind. Beim 2-NT (Abbildung 7-7 c) hin-
gegen kann die spektrale Änderung auf eine Veränderung des pH-Werts zurückgeführt 
werden. Dies konnte in Experimenten mit Natriumhydroxid bestätigt werden (Spektren 
hier nicht gezeigt). Ansonsten konnten keine spektralen Veränderungen beobachtet 
werden. Es wurden ebenso Platinnanopartikel hinzugefügt, um die Bedingungen im 
anschließenden Katalyse-Experiment nachzuprüfen. 
 
Abbildung 7-7: Extinktionsspektren von a) 10-4 M Nilblau, b) 10-5 M Acridin Orange und c) 10-4 M 
2-Naphtalenthiol vor und nach Zugabe von Natriumborhydrid und Katalysator (Platinnanopartikel). 
Durch die Anwesenheit eines Katalysators könnte die Stabilität des internen Standards 
zusätzlich beeinträchtigt werden. Die Stabilität von 2-NT gegenüber der katalytischen 
Reduktion mit Natriumborhydrid wurde außerdem durch SERS-Messungen bestätigt. 
Auch hier konnten über einen Zeitraum von 30 Minuten keine Änderungen im Spektrum 
beobachtet werden. 2-NT ist somit potentiell als interner Standard geeignet. 
Hauptvoraussetzung für eine Quantifizierung ist, wie bereits in Kapitel 5.3 diskutiert, eine 
Reproduzierbarkeit des Signals, unabhängig vom Messpunkt auf dem Substrat, und 
möglichst unabhängig von einem individuellen Substrat. Es wurden mehrere gleichartig 
hergestellte Goldnanopartikelsubstrate mit einer 1:1-Mischung von PNTP und 2-NT 
funktionalisiert. Nach der Funktionalisierung wurden an fünf Stellen auf den Substraten 
auf einer Fläche von jeweils 100 x 100 µm2 im Abstand von 10 µm SERS-Spektren 
aufgenommen und das Bandenverhältnis verschiedener Banden von PNTP und 2-NT 
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ermittelt. Das Bandenverhältnis der Bande von PNTP bei 724 cm-1, die der C-S-Streck-
schwingung zugeordnet werden kann[215] und der Ringatemschwingungsbande von 
2-NT[219] bei 599 cm-1 (mit Stern markiert in Abbildung 7-6), wies eine gute Reproduzier-
barkeit auf. Die relative Standardabweichung betrug ca. 5 % zwischen fünf unter-
schiedlichen Stellen (500 Spektren) auf einem Substrat und lag zwischen 0,7 und 10,5 % 
bei der Bestimmung auf drei identisch hergestellten Substraten (1500 Spektren). Die 
geringe Standardabweichung zeigt erneut die, in Abschnitt 5.1 bereits diskutierte, hohe 
Homogenität und Reproduzierbarkeit, die mit den Aminosilan-immobilisierten 
Nanopartikeln erreicht werden kann. Die geringe Variation des Bandenverhältnisses 
zwischen unterschiedlichen Stellen auf einem Substrat weist auf eine gleichmäßige und 
reproduzierbare Funktionalisierung mit PNTP und 2-NT hin, sodass 2-NT zur relativen 
Quantifizierung von PNTP eingesetzt werden kann. 
7.3 Bestimmung der katalytischen Aktivität verschiedener Katalysatoren 
Abbildung 7-8 zeigt SERS-Spektren, die nach unterschiedlichen Zeitpunkten nach 
Zugabe von Natriumborhydrid auf ein PNTP / 2-NT-funktionalisiertes, gemischtes 
Substrat aus Gold- und Platinnanopartikeln aufgenommen wurden. Anfangs weisen die 
Spektren die charakteristischen Banden von PNTP und 2-NT auf. Nach 60 s ist eine 
deutliche Abnahme der Intensität der Banden des PNTPs und das Auftreten einer Bande 
bei 390 cm-1, die auf die Bildung von PATP zurückgeführt werden kann, zu beobachten 
(Vergleich Abbildung 7-8 und Abbildung 7-5). Die Spektren enthalten keine Banden, die 
auf die Entstehung von p,p‘-Dimercaptoazobenzol (DMAB) hindeuten. DMAB ist eine 
Verbindung, die durch eine photochemische Reaktion aus PATP[220,221] bzw. PNTP[222] auf 
Oberflächen gebildet werden kann und häufig zum SERS-Spektrum von PATP 
beiträgt[223,224]. 
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Abbildung 7-8: SERS-Spektren von PNTP und 2-NT (jeweils 10-4 M) auf einer gemischten Oberfläche mit 
Gold-und Platinnanopartikeln nach unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Zugabe von Natriumborhydrid 
(λ = 785 nm, I = 4,8·104 W·cm-2, 1 s). 
In Kontrollexperimenten mit PNTP funktionalisierten Oberflächen ohne Natrium-
borhydrid zkonnten keine Änderungen in den Spektren detektiert werden, sodass eine 
photochemische Umwandlung von PNTP zu PATP ebenfalls ausgeschlossen werden kann. 
Mithilfe des Intensitätsverhältnisses der Banden bei 724 cm-1 und 599 cm-1 wurde die 
Geschwindigkeitskonstante berechnet. Da Natriumborhydrid im Überschuss verwendet 
wurde und sich dadurch die Konzentration während der Reaktion nur minimal ändert, 
konnte eine Reaktionskinetik pseudo-erster Ordnung angenommen werden[124,125,126]. Die 
Geschwindigkeitskonstante k kann direkt aus der Steigung der logarithmischen Auf-
tragung des Bandenverhältnisses (Abbildung 7-9) nach Gleichung 28 (siehe Abschnitt 
3.10) bestimmt werden. Um einen möglichen Einfluss der Immobilisierung der Platin-
nanopartikel auf die Reaktionskinetik zu untersuchen, wurde zusätzlich ein Experiment 
durchgeführt, in dem immobilisierte und mit PNTP und 2-NT funktionalisierte Goldnano-
partike, als Oberflächen verwendet wurden. Die Platinnanopartikel wurden in diesem 
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Menge an Platinnanopartikeln dieselbe war wie in den Experimenten mit den immobili-
sierten Platinnanopartikeln. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7-9 b dargestellt. 
 
Abbildung 7-9: Pseudo-erster Ordnung-Auftragung des Intensitätsverhältnisses der Banden von PNTP und 
2-NT bei 724cm-1 und 599 cm-1 in Abhängigkeit der Zeit für a) ein gemischtes Gold-Platin-Substrat 
(Linker: APTES) und b) ein Goldsubstrat (Citrat, Linker: APTES), bei dem Pt-Nanopartikel in Lösung als 
Katalysator verwendet wurden. 
Die gute Übereinstimmung der Geschwindigkeitskonstanten, die in Experimenten, in 
denen die Platinnanopartikel auf den Oberflächen immobilisiert waren (k = 0,011 s-1, 
Abbildung 7-9 a) und den Experimenten, in denen die Platinnanopartikel in Lösung zuge-
geben wurden (k = 0,013 s-1, Abbildung 7-9 b), erhalten wurde, zeigt, dass die Immobili-
sierung keinen Einfluss auf die Reaktionskinetik hat. Aufgrund des ähnlichen 
Geschwindigkeitsverlaufs der Reaktion (Vergleich Abbildung 7-9 a und b), kann zudem 
vermutet werden, dass der Reaktionsmechanismus in beiden Fällen derselbe ist. Dies 
steht im Gegensatz zu früheren Arbeiten, in denen katalytisch aktive Nanopartikel in 
Polymermatrizes eingeschlossen wurden und eine Abnahme der Reaktionsgeschwindig-
keit im Vergleich zu denselben Nanopartikeln in Lösung in Abhängigkeit von den Matrix-
eigenschaften beobachtet wurde[225,226]. Anders als bei diesen Arbeiten sind die Nano-
partikel, die auf den Oberflächen immobilisiert sind, frei zugänglich und die Diffusion der 
Reaktanden ist nicht behindert. Die Ergebnisse der Untersuchungen mit Platinnano-
partikeln in Lösung lassen darauf schließen, dass immobilisierte Goldnanopartikel für die 
Beobachtung nanopartikel-katalysierter Reaktionen in Lösung geeignet sind und auch für 
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Abbildung 7-10: Pseudo-erster Ordnung-Auftragung des Intensitätsverhältnisses von PNTP und 2-NT bei 
724 cm-1 und 599 cm-1 in Abhängigkeit der Zeit für Goldsubstrate (Citrat, Linker: APTES) mit a) Ni(acac)2 
und b) Cu(acac)2 als Katalysator. 
In Abbildung 7-10 sind Ergebnisse für die Reduktion von PNTP zu PATP unter Ver-
wendung zwei verschiedener Acetylacetonate: (Kupfer(II)-acetylacetonat (Cu(acac)2) und 
Nickel(II)-acetylacetonat (Ni(acac)2)) dargestellt. Die Reaktionskonstanten für die 
Reduktion von PNTP bei Verwendung dieser Katalysatoren sind kleiner als die, die mit n 
Platinnanopartikelm erhalten wurden (Vergleich Abbildung 7-10 und Abbildung 7-9). 
Die etwas langsamere Reaktionsgeschwindigkeit in Gegenwart des Nickelkomplexes 
(k = 0,0036 ± 1·10-4 s-1, Abbildung 7-10 a) im Vergleich zum Kupferkomplex (k = 0,0046 
± 1·10-4 s-1, Abbildung 7-10 b) ist in guter Übereinstimmung mit früheren Arbeiten[227]. In 
beiden Fällen ist der Start der Reaktion verzögert. Ein Grund für den verzögerten Start 
könnte die langsamere Bildung des katalytisch aktiven Metallhydridkomplexes im Falle 
der Metallacetylacetonate im Vergleich zu den Platinnanopartikeln sein[227]. Eine andere 
Möglichkeit ist, dass in Gegenwart des Natriumborhydrid Metallnanopartikel aus den 
Metallacetonatkomplexen gebildet werden[228], die dann die Reaktion katalysieren. 
Im Gegensatz zu den Untersuchungen mit UV/Vis-Spektroskopie ist das PNTP in den 
SERS-Untersuchungen auf den Substraten gebunden. Deshalb wurden zum Vergleich die 
Reaktionskonstanten ebenfalls mit UV/Vis-Spektroskopie anhand der Abnahme der 
Extinktion der Bande von PNTP bei 408 nm bestimmt. Abbildung 7-11 zeigt die 
Extinktionsspektren von PNTP bei unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Zugabe von 
Natriumborhydrid. 











































k = 0,0046 ± 1·10-4 s-1
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Abbildung 7-11: Zeitlicher Verlauf der Extinktionsspektren nach Zugabe von Natriumborhydridlösung und 
Platinnanopartikeln zu einer PNTP-Lösung. 
Die Bande bei 268 nm entspricht der Bande von PATP und kann als zusätzlicher Indikator 
für die Reduktion verwendet werden (Abbildung 7-11). bei 410 nm in Abhängigkeit der 
Zeit für a) Pt-NP und b) Cu(acac)2 als Katalysator. 
 
Abbildung 7-12: Pseudo-erster Ordnung-Auftragung der Extinktion der Bande von PNTP. 
Der Verlauf der Extinktion mit der Zeit in Abbildung 7-12 a ist bei Verwendung von Pt-
NP erst nach ca. 15 Minuten einen linear. Diese erste Phase wird als Induktionszeit 
bezeichnet.Sie wird die dadurch erklärt, dass die Umstrukturierung der Oberfläche der 
Platinnanopartikel, die für die Katalyse notwendig ist, in Gegenwart von PNTP langsamer 
verläuft[229]. Da das PNTP im SERS-Experiment an die Goldnanopartikel gebunden ist, 
kann die Umstrukturierung der Oberfläche der Platinnanopartikel ungestört stattfinden 
und die Induktionszeit entfällt (Vergleich Abbildung 7-9). 
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Der Verlauf der Abnahme der Signalintensität mit der Zeit bei Verwendung von Cu(acac)2 
als Katalysator in Abbildung 7-12 b ist analog zu den Ergebnisse aus dem SERS-
Experiment (Abbildung 7-10 b). Zunächst muss der aktive Komplex gebildet werden. 
Anschließend verläuft die Abnahme nahezu linear, d.h. sie folgt einer Kinetik pseudo-
erster Ordnung. Das Verhältnis der Geschwindigkeitskonstanten der Reaktion mit Pt-NP 
und Cu(acac)2 als Katalysatoren, die mit SERS und UV/Vis bestimmt wurden, stimmen 
gut überein (Tabelle 7-1). Das bestätigt, dass der Vergleich verschiedener Katalysatoren 
mittels SERS möglich ist. Aufgrund der unterschiedlichen Reaktionsbedingungen im 
UV/Vis- und SERS-Experiment können die absoluten Geschwindigkeitskonstanten 
jedoch nicht verglichen werden. Für die Reaktion mit Ni(acac)2 konnten keine 
Geschwindigkeitskonstanten mittels UV/Vis-Spektroskopie ermittelt werden, weil die 
Absorptionsbande des aktiven Komplexes die Bande des PNTPs überlagert (Daten nicht 
gezeigt). 
Tabelle 7-1: Geschwindigkeitskonstanten für drei verschiedene Katalysatoren, ermittelt mit SERS und 
UV/Vis, und die Bestimmtheitsmaße der jeweiligen Fitfunktionen. 
 SERS  UV/Vis 
Katalysator k / s-1 korr. R2  k / s-1 korr. R2 
Pt-NP in 
Lösung 0,013 ± 8·10
-4 0,87  7,00·10-4 ± 7·10-6 0,99 
Immobilisierte 
Pt-NP 0,011 ± 4·10
-4 0,95  - - 
Cu(acac)2 0,0046 ± 1·10-4 0,96  2,69·10-4 ± 8·10-6 0,98 
Ni(acac)2 0,0036 ± 1·10-4 0,95  - - 
      
Aus den Ergebnissen geht hervor, dass es mit Aminosilan-immobilisierten Goldnano-
partikeln möglich ist, katalytische Reaktionen mittels SERS zu verfolgen. Der Einsatz 
von 2-NT als interner Standard ermöglichte eine relative Quantifizierung des PNTP und 
die Bestimmung von Reaktionskonstanten. Diese konnten für verschiedene Katalysatoren 
bestimmt werden. Der Ansatz ist zudem unabhängig von den optischen Eigenschaften der 
Katalysatoren und ermöglicht die strukturelle Charakterisierung von Intermediaten und 
die Bestimmung von Reaktionskonstanten in einem Experiment. 
Durch Kombination katalytisch-aktiver Platinnanopartikel mit plasmonisch-aktiven Gold-
nanopartikeln können nanostrukturierte Oberflächen gebildet werden, die sowohl 
plasmonische als auch katalytische Eigenschaften aufweisen. 
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Die Herstellung ist einfach und es können ähnliche Verstärkungsfaktoren wie mit 
immobilisierten Goldnanopartikeln erreicht werden. Dies unterscheidet sie von bisher 
verwendeten Kompositstrukturen. Aufgrund der hohen Signalstabilität und der hohen 
mikroskopischen Homogenität der Verstärkung eröffnen solche gemischten Oberflächen 
neue Möglichkeiten für die Untersuchung katalytischer Reaktionen mittels SERS. Die 
Ergebnisse haben damit sowohl für grundlegende Katalyseforschung als auch für 
analytische Anwendungen Bedeutung. 
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8. Analytische Anwendungen der SERS-Substrate 
8.1 Klassifizierung von Pollen anhand von SERS-Spektren ihrer wasserlöslichen 
Bestandteile 
Die Analytik von Bioaerosolen, z.B. Pollen, hat in den letzten Jahren zunehmend an 
Bedeutung gewonnen[230,231,232,233]. Das vermehrte Auftreten von Allergien hat zu einem 
Bedarf an schnellen und automatisierten Pollenflugwarnungen geführt. Für eine aktuelle 
und zeitnahe Pollenflugwarnung ist eine schnelle Klassifizierung und Identifizierung von 
Pollen aus der Luft notwendig. Kürzlich konnte gezeigt werden, dass eine Klassifizierung 
anhand von Raman-[233,234] und IR-Spektren[235,236] einzelner Pollenkörner und multi-
variaten Auswertemethoden, wie z.B. Clusteranalyse, möglich ist. Aufgrund der höheren 
Empfindlichkeit, die im SERS-Experimente erreicht werden kann, sind im Vergleich zum 
Raman-Experiment kürzere Messzeiten möglich[237,238]. Durch die Wechselwirkung der 
Analytmoleküle mit der Metalloberfläche entstehen neue elektronische Zustände im 
Molekül, wodurch Autofluoreszenz, die im Raman-Experiment ein Problem sein kann, 
effektiv gelöscht wird, wie an SERS-Messungen von Pollenhüllen demonstriert werden 
konnte[239]. In SERS-Experimenten der wasserlöslichen Bestandteile von Pollen treten 
z.T. erhebliche Schwankungen der Signalanzahl und –intensität in den Spektren 
auf[237,240]. Voraussetzung für eine anschließende automatisierte Zuordnung der SERS-
Spektren ist jedoch, dass stabile und reproduzierbare Signale erhalten werden. 
Für die Untersuchung der Eignung von SERS als schnelle Klassifizierungsmethode von 
Pollen wurden die wasserlöslichen Bestandteile von Pollen vier verschiedener Pflanzen-
arten (Artemisia tridentata (Wüstensalbei), Secale cereale (Roggen), Populus nigra 
‘italica‘ (Schwarzpappel) und Betula fontinalis occidentalis (Wasserbirke)) untersucht. Da 
es sich bei Pollen um biologische Proben handelt, musste geprüft werden, wie groß der 
Einfluss der biologischen Varianz zwischen den Pollenkörnern einer Pflanzenart auf die 
Klassifizierung ist. Es wurden für jede Pflanzenart vier identische Proben durch Über-
schichten der gleichen Menge Pollenkörner mit Wasser hergestellt. Von den Proben 
wurden SERS-Spektren, sowohl mit Goldnanopartikeln in Lösung, als auch mit immobili-
sierten Goldnanopartikeln aufgenommen. 




Abbildung 8-1: SERS-Spektren der wasserlöslichen Bestandteile von Pollenkörnern vier verschiedener 
Pflanzenarten, die a) mit Citrat-stabilisierten Goldnanopartikeln in Lösung und b) mit immobilisierten, 
Citrat-stabilisierten Goldnanopartikeln (Linker: APTES), erhalten wurden. Bei den Spektren handelt es sich 
um Mittelwertspektren von jeweils 100 Spektren einer Probe. 
Die SERS-Spektren, die durch Mittelung von 100 Spektren einer Probe jeder Pflanzenart 
erhalten wurden, sind in Abbildung 8-1 dargestellt. Die Signale stammen sowohl von 
Substanzen, die sich an der Außenhülle der Pollen befinden, wie z.B. Nektarbestandteile 
oder Alkaloide, die dem Schutz vor Pilzbefall dienen, als auch von Substanzen aus dem 
Inneren der Pollen, wie z.B. Nukleobasen und Aminosäuren[237]. Diese spektralen Merk-
male lassen sich sowohl mit Nanopartikeln in Lösung (Abbildung 8-1 a), als auch mit 
immobilisierten Goldnanopartikeln (Abbildung 8-1 b) beobachten. Zum Teil ist eine gute 
Übereinstimmung der relativen Bandenverhältnisse auf beiden Substraten sichtbar. Die 
Spektren, die mit immobilisierten Goldnanopartikeln aufgenommen wurden, weisen eine 
deutlich höhere Signalintensität auf. Wie in Abschnitt 5.1 gezeigt, ist die Nanopartikel-
dichte auf den Oberflächen mit immobilisierten Partikeln hoch und die Anordnung 























































































































































































Abbildung 8-2: Relative Standardabweichung, ermittelt aus jeweils 100 SERS-Spektren einer Probe der 
wasserlöslichen Bestandteile von Pollen vier verschiedener Pflanzenarten für Messungen mit a) 
Goldnanopartikeln in Lösung und b) immobilisierten Goldnanopartikeln. 
In Abbildung 8-2 sind die relativen Standardabweichungen, die aus der Mittelung von 
100 Spektren jeder Pflanzenart erhalten wurden, dargestellt. Die Standardabweichungen 
der Spektren, die in den Experimenten mit Nanopartikeln in Lösung aufgenommen 
wurden (Abbildung 8-2 a) sind um ein Vielfaches größer, als die der Spektren, die mit 
immobilisierten Nanopartikeln aufgenommen wurden (Abbildung 8-2 b). Die 
Abweichungen der Spektren, die mit immobilisierten Nanopartikeln aufgenommen 
wurden, sind hauptsächlich durch Schwankungen des Untergrunds und durch Intensitäts-
schwankungen bedingt, während sich die Spektren, die mit Nanopartikeln in Lösung 
erhalten wurden, auch in Anzahl und Lage der Banden unterscheiden. Dies weist erneut 
auf die hohe mikroskopische Homogenität hin, die durch die Immobilisierung der Nano-
partikel erzielt wird. Bei der Verwendung von Nanopartikeln in Lösung wurde durch 
Zugabe von Natriumchlorid eine Aggregation der Nanopartikel induziert. In Nanopar-
tikelaggregaten zeigen sich, wie in den Kapiteln 1, 4 und 5 diskutiert, Gebiete besonders 
hoher lokaler Felder[10,34,35], die jedoch sehr klein sind[71,241], wie FDTD-Rechnungen ein-
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Dadurch befinden sich nur wenige Moleküle im Bereich dieser hohen Felder. Aufgrund 
der hohen Verstärkung, die diese Moleküle erfahren, werden die Spektren durch Banden 
dieser Moleküle dominiert. Durch Brownsche Molekularbewegung diffundieren die 
Nanoaggregate durch das Fokusvolumen. Bei Messung komplexer Analytgemische, wie 
sie in Pollen auftreten, kann das zu zeitlichen Fluktuationen in den Spektren führen. 
Bei der Betrachtung der Signalstabilitäten müssen die unterschiedlichen Nanopartikel-
dichten und Analytkonzentrationen in den jeweiligen Experimenten berücksichtigt 
werden. Je nach Bedeckungsgrad der Partikeloberfläche können die Moleküle unter-
schiedliche Orientierungen aufweisen, wodurch je nach Orientierung Änderungen der 
Intensitätsverhältnisse im Spektrum auftreten können[70,242]. Das Verhältnis der Anzahl 
Moleküle eines beliebigen Analytmoleküls zur Metalloberfläche ist für die Nanopartikel 
in Lösung größer, als für die immobilisierten Nanopartikel. Aufgrund des niedrigen 
Bedeckungsgrades würde man daher für die immobilisierten Nanopartikel größere Signal-
fluktuationen erwarten. Dies wird jedoch vermutlich durch die höhere mikroskopische 
Homogenität der immobilisierten Nanopartikel ausgeglichen. Eine erhöhte Reproduzier-
barkeit der SERS-Signale wurde auch bei Messungen von Proteinen mit immobilisierten 
Siliziumdioxid-Silber Core-Shell-Nanopartikeln beobachtet[243]. 
Bei den bisher diskutierten Spektren handelt es sich um Mittelwertspektren von Extrakten 
vieler Pollenkörner. Im Sinne einer effizienten und schnellen Online-Klassifizierung, die 
erstrebenswert wäre, müsste eine schnelle Klassifizierung einzelner Spektren gelingen. 
Neben noch unausgereiften Methoden zur Identifizierung[236] hat sich die hierarchische 
Clusteranalyse (HCA) zur Klassifizierung in der Biospektroskopie, speziell für 
Pollen[233,234,235], aber auch zur Unterscheidung der Spektren unterschiedlicher 
Bakterienstämme[244], etabliert. Kürzlich konnte von Matschulat et al. gezeigt werden, 
dass Clusteranalyse auch zur Klassifizierung von SERS-Spektren eingesetzt werden 
kann[2]. 
Bei der HCA wird die Ähnlichkeit der Objekte über ihren Abstand im n-dimensionalen 
Raum bestimmt, wobei n die Anzahl der Variablen, bei Spektren die Anzahl der Pixel, ist. 
Für die Berechnung des Abstandes gibt es eine Vielzahl von Möglichkeiten, wie z.B. den 
euklidischen Abstand, die Mahalanobis-Distanz oder die City-Block-Metrik. Bei der 
Anwendung der Clusteranalyse auf Spektren wird häufig der euklidische Abstand 
verwendet: 




Für die anschließende Gruppierung wird zunächst das Paar mit dem kleinsten Abstand 
gesucht und zu einem neuen Objekt zusammengefasst. Die weitere Gruppierung kann 
dann anhand verschiedener Algorithmen erfolgen. In den einfachsten Algorithmen, zu 
denen auch der Single-Linkage-Algorithmus gehört, erfolgt die Gruppierung anhand des 
kleinsten, mittleren oder größten Abstands der Objekte in den Clustern. Andere Algorith-
men verwenden den Abstand zwischen den jeweiligen Schwerpunkten der Cluster. Zu 
dieser Gruppe gehört auch der Ward-Algorithmus, bei dem so gruppiert wird, dass die 
Zunahme der Fehlerquadratsumme beim Hinzukommen eines neuen Clusters minimal 
ist[245]: 
 (35) 
wobei,  und  die Anzahlen der Objekte in zwei unterschiedlichen Clustern (  und ) 
und  und  die jeweiligen Schwerpunkte der Cluster sind. Die Methoden für die 
Abstandsberechnung und die anschließende Gruppierung, mit denen die bestmögliche 
Trennung erreicht wird, müssen für jede Problemstellung empirisch bestimmt werden. 
Mit den SERS-Spektren der Pollenproben, die mit Goldnanopartikeln in Lösung und mit 
immobilisierten Goldnanopartikeln erhalten wurden, wurde eine Clusteranalyse unter 
Verwendung des euklidischen Abstands und des Single-Linkage-Algorithmus durch-
geführt. Die Dendrogramme sind in Abbildung 8-3 dargestellt. 




Abbildung 8-3: Ergebnisse der Clusteranalysen mit SERS-Spektren der wasserlöslichen Bestandteile von 
Pollenkörnern verschiedener Pflanzenarten, die mit a) Citrat-reduzierten Goldnanopartikeln in Lösung und 
b) mit immobilisierten Citrat-reduzierten Goldnanopartikeln (Linker: APTES) aufgenommen wurden, 
dargestellt als Dendrogramm. Die Gruppierung der Spektren erfolgte anhand ihrer euklidischen Abstände 
mit Hilfe des Single-Linkage-Algorithmus. 
Das Klassifizierungsergebnis zeigt eine große Varianz, was einem großen euklidischen 
Abstand entspricht, zwischen den Spektren identisch präparierter Pollenproben einer 
Pflanzenart, wenn diese mit Goldnanopartikeln in Lösung aufgenommen wurden 
(Abbildung 8-3 a). Mit den Spektren, die mit immobilisierten Goldnanopartikeln aufge-
nommen wurden, ist die Varianz zwischen den Spektren identisch präparierter Pollen-
proben einer Pflanzenart kleiner, als die Varianz zwischen Spektren von Proben 
verschiedener Pflanzenarten (Abbildung 8-3 b). Es werden vier Cluster gebildet, die 
größtenteils die Spektren der Proben einer Pflanzenart enthalten. Eine Ausnahme bildet 
das Spektrum einer Wüstensalbeiprobe, das eine größere Ähnlichkeit zu den Spektren der 
Birkenpollenproben als zu den Spektren der anderen Wüstensalbeiproben zeigt. Die 
geringere Varianz zwischen den Spektren identischer Proben bei der Verwendung von 
immobilisierten Goldnanopartikeln bestätigt die Beobachtung, die beim Vergleich der 
Standardabweichung (Abbildung 8-2) gemacht wurde und zeigt, dass die große Varianz 
bei Verwendung von Goldnanopartikeln in Lösung nicht auf biologische Varianz zurück-
geführt werden kann. 
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Zur Untersuchung, welche Signale für das Klassifizierungsergebnis verantwortlich sind, 
wurde eine Hauptkomponentenanalyse (PCA) durchgeführt. Bei der PCA werden aus den 
ursprünglichen Variablen durch Linearkombination wenige neue, sogenannte latente 
Variablen (Hauptkomponenten), erzeugt, die den Datensatz beschreiben. Die erste Haupt-
komponente zeigt in die Richtung der maximalen Varianz in den Ausgangsdaten. Die 
weiteren Hauptkomponenten stehen orthogonal zur ersten Hauptkomponente und zeigen 
erneut in die Richtung der maximalen Varianz. Die Hauptkomponenten bilden ein neues 
Koordinatensystem im sogenannten Faktorenraum. Die Projektionen der Datenpunkte auf 
die neuen Koordinatenachsen nennt man Faktorenwerte oder Scores. Der Zusammenhang 
zwischen den Variablen und Faktoren wird durch die Faktorenladungen bzw. Loadings 
beschrieben. Sie geben an, wie stark eine Variable zur entsprechenden Hauptkomponente 
beiträgt. 
 
Abbildung 8-4: Mathematische Darstellung der Hauptkomponentenanalyse. Die Datenmatrix X, die die 
Spektren enthält, wird in eine Scoresmatrix und eine Hauptkomponentenmatrix zerlegt. Die Residuenmatrix 
enthält die Varianz, die nicht durch die Hauptkomponenten beschrieben wird. N = Anzahl an Proben, M = 
Anzahl an Variablen (Pixel im Spektrum), Y = Anzahl Faktoren. 
Mathematisch gesehen ist die Hauptkomponentenanalyse die Lösung eines Eigenwert-
problems. Dabei wird die Datenmatrix X, die sich aus N Spektren mit jeweils M Punkten 
im Spektrum zusammensetzt, in eine Scoresmatrix T, die die Faktorenwerte enthält, und 
eine Hauptkomponentenmatrix P, die die Faktorenladungen der Hauptkomponenten 
enthält, zerlegt (Abbildung 8-4). Um einen Datensatz vollständig zu beschreiben sind M 
Hauptkomponenten nötig, wobei M die Anzahl der ursprünglichen Variablen ist. Meist 
reicht jedoch eine sehr viel kleinere Anzahl von Hauptkomponenten aus, um die Varianz 
im Datensatz zu beschreiben. Die restlichen Hauptkomponenten enthalten dann die 
spektrale Varianz, die durch das Rauschen bedingt wird. Sie befinden sich in der 
Residuenmatrix E (Abbildung 8-4). 




Abbildung 8-5: Auftragung der Scoreswerte, die aus der Hauptkomponentenanalyse von SERS-Spektren 
der wasserlöslichen Bestandteile von Pollenkörnern verschiedener Pflanzenarten erhalten wurden. a) 
Scoreswerte der 1. und 2. und b) der 2. und 3. Hauptkomponente. 
 
Abbildung 8-6: Loadings der Hauptkomponenten 1-3, die die aus der Hauptkomponentenanalyse von 
SERS-Spektren der wasserlöslichen Bestandteile von Pollenkörnern verschiedener Pflanzenarten erhalten 
wurden. 
Mit den Spektren, die mit Nanopartikeln in Lösung erhalten wurden, konnte auch mit der 
Hauptkomponentenanalyse keine Gruppierung der Spektren einer Pflanzenart erfolgen 
(nicht gezeigt). Für die Spektren, die mit den immobilisierten Nanopartikeln gewonnen 
wurden, konnte eine klare Gruppierung und Trennung der einzelnen Spezies erreicht 
werden (Abbildung 8-5). Die ersten drei Hauptkomponenten erklären bereits 98,5 % der 
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im Bereich zwischen 800-1000 cm-1 sowie 1100-1300 cm-1 aufweist (Abbildung 8-6), 
findet eine Trennung der Spektren der Roggenpollen von den Spektren der Pollen der 
anderen Arten statt. Die Banden bei 734 cm-1 und im Bereich zwischen 1100 und 
1300 cm-1 können Schwingungen von Adenin und adeninhaltigen Substanzen, wie z.B. 
FAD und ATP, zugeordnet werden[149,150,246]. Im Bereich zwischen 800 und 1000 cm-1 
treten größtenteils Banden von Schwingungen auf, die Aminosäuren zugeordnet werden 
können[247]. Entlang der 2. Hauptkomponente können die Spektren der Wüstensalbei-
pollen von denen der Pappel- und Birkenpollen getrennt werden. Die Trennung der 
Spektren von Birken- und Pappelpollen findet entlang der 3. Hauptkomponente statt. 
Mit der Hauptkomponentenanalyse ist es gelungen, die Spektren der vier Pollenspezies in 
vier separate Gruppen zu unterteilen. Dies bestätigt die Ergebnisse der Clusteranalyse. 
Das Beispiel der Pollen illustriert, dass aufgrund der hohen Signalstabilität, die mit den 
immobilisierten Nanopartikeln erreicht wird, automatisierte Auswertemethoden ange-
wendet werden können. Die Anwendung solcher Methoden ist Voraussetzung dafür, dass 
das volle Multiplexing-Potenzial von SERS zur Klassifizierung und Identifizierung 
komplexer Proben genutzt werden kann. 
8.2 Anwendung funktionalisierter Substrate für die Messung von Neurotrans-
mittern 
Für pharmakologische Anwendungen ist die Detektion von Neurotransmittern von 
großem Interesse, da diese bei Krankheiten wie Alzheimer, Parkinson und Multiple 
Sklerose eine wichtige Rolle spielen[248,249]. Die Verwendung von SERS bietet gegenüber 
den bisher verwendeten Methoden wie HPLC/MS, NMR und elektrochemischen 
Methoden[250] den Vorteil, dass eine schnelle Messung niedriger Konzentrationen möglich 
ist. Das Potenzial von SERS für die Messung von Neurotransmittern konnte bereits mit 
Silbernanopartikeln in Lösung[251], auf Silberelektroden[252] und mit Nanopartikeln in Sol-
Gelen und Polymeren[253] gezeigt werden. 
Die physiologisch auftretenden Konzentrationen an Neurotransmittern sind sehr gering. 
Ein Problem, das bei SERS-Messungen mit sehr geringen Analytkonzentrationen 
auftreten kann, sind Signalschwankungen. Ein Beispiel hierfür ist die Messung von 
Hämoglobin in sehr niedrigen Konzentrationen auf einer Silberoberfläche[254]. 
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Im Abschnitt 8.1 konnte gezeigt werden, dass die Immobilisierung von Nanopartikeln zu 
einer höheren Signalstabilität, die sich insbesondere bei sehr geringen Analytkonzen-
trationen positiv auswirken sollte, führen kann. Um die Detektion von Neurotransmittern 
mit den neuen Substraten zu erproben, wurden Experimente mit Norepinephrin, einem 
Katecholamin aus der Gruppe der biogenen Amine durchgeführt.  
Abbildung 8-7 zeigt exemplarisch 4 Spektren einer Messung von Norepinephrin auf 
immobilisierten Silbernanopartikeln. Die Signalintensität ist in diesen Spektren höher als 
in Spektren, die mit Silbernanopartikeln in Lösung aufgenommen wurden (nicht gezeigt). 
Die Immobilisierung der Nanopartikel führt also zu einer Steigerung der führt 
Signalintensität. Betrachtet man die Spektren von Norepinephrin auf immobilisierten 
Silbernanopartikeln, so fällt auf, dass sie sowohl Unterschiede in Signalanzahl, als auch 
in der relativen Signalintensität aufweisen, die eine spezifische Detektion der 
Neurotransmitter unmöglich machen. 
 
Abbildung 8-7: SERS-Spektren von 10-3 M Norepinephrinlösung auf einem Hydroxylamin-reduzierten 
immobilisierten Silbernanopartikeln (Linker: APTES) (λ = 785 nm, I = 4,8·104 W·cm-2, 1 s). 
Die Signalschwankungen weisen darauf hin, dass die Anbindung des Analytmoleküls an 
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Orientierungen auf der Oberfläche adsorbieren kann. Je nach Orientierung werden die 
verschiedenen Banden des Norepinephrins unterschiedlich verstärkt[70,255]. 
 
Abbildung 8-8: Schematische Darstellung der Funktionalisierung der Nanopartikel mit Cysteamin und 
Glutaraldehyd und Anbindung des Norepinephrins. 
Frühere Arbeiten haben gezeigt, dass durch eine spezifische Funktionalisierung von 
Nanopartikeloberflächen Analytmoleküle in die Nähe der Nanopartikel gebracht und so 
der Detektion zugänglich gemacht werden können[60,61,62]. Durch gezielte Funktiona-
lisierung kann auch eine spezifische Orientierung des Moleküls relativ zur Oberfläche 
vorgegeben werden. Um eine selektive Anbindung des Norepinephrins zu erreichen, 
sollte die leichte Funktionalisierbarkeit der immobilisierten Nanopartikel ausgenutzt 
werden. Dabei stellt sich jedoch nicht nur die Frage, inwieweit ein Molekül an die 
Nanopartikel angebunden werden kann, sondern auch, ob die Anbindung der Nano-
partikel an die Glasoberfläche über das Aminosilan stabil genug ist, um eine Funktionali-
sierung zu ermöglichen. Für die Bindung des Norepinephrin wurde Glutaraldehyd 
gewählt, da es sehr reaktiv ist und mit Norepinephrin unter Bildung eines Imins reagieren 
kann (Abbildung 8-8). Das Glutaraldehyd sollte wiederum über Cysteamin an die 
Nanopartikel gebunden werden (Abbildung 8-8). 
Wie durch SERS-Spektren in der Literatur belegt ist, bindet Cysteamin auf Metallober-
flächen in zwei Konformationen (trans und gauche, Abbildung 8-9) [175]. Das Verhältnis 
der beiden Konformationen hängt von der Konzentration von Cysteamin und der Art des 
Metalls ab[175]. 




Abbildung 8-9: Mögliche Konformationen des Cysteamin, wenn es auf Metalloberflächen gebunden ist 
(hier als Beispiel eine Silberoberfläche). 
Je höher die Cysteaminkonzentration, desto mehr Moleküle liegen in der trans-
Konformation vor, weil in dieser Konformation der Platzbedarf der Moleküle geringer ist. 
Für die weitere Reaktion mit Glutaraldehyd müssen möglichst viele Moleküle in der 
trans-Konformation vorliegen, weil dort die Aminogruppe für das Glutaraldehyd 
zugänglich ist. 
Das Verhältnis von gauche- und trans-Konformation kann anhand der Intensität der C-S-
Streckschwingung der jeweiligen Konformation (gauche: 648 cm-1, trans: 733 cm-1) in 
den SERS-Spektren abgeschätzt werden[175]. Abbildung 8-10 b zeigt SERS-Spektren 
immobilisierter Hydroxylamin-reduzierter Silbernanopartikel, die mit Cysteaminlösungen 
unterschiedlicher Konzentrationen funktionalisiert wurden. Bei Funktionalisierung mit 
20 mM Cysteaminlösung sind die Intensitäten der beiden Banden ungefähr gleich, d.h 
ungefähr die Hälfte der Cysteaminmoleküle liegen in der trans-Konformation vor 
(Abbildung 8-10 b). Allerdings führt die Funktionalisierung mit 20 mM Cysteaminlösung 
zu einer Abnahme der Intensität der Plasmonenbande, was darauf hindeutet, dass während 
der Funktionalisierung Nanopartikel von der Oberfläche gelöst werden (rotes Spektrum in 
Abbildung 8-11). Auch bei Verwendung einer niedrigeren Konzentration (5 mM) konnte 
eine Abnahme der Extinktion beobachtet werden (blaues Spektrum in Abbildung 8-11). 
Außerdem führte die Verringerung der Konzentration auch zu einer Verschiebung des 
Verhältnisses der unterschiedlichen Konformationen zu Gunsten der gauche-Konfor-
mation, wie die Verringerung der Intensität der Bande bei 735 cm-1 im Vergleich zur 
Intensität der Bande bei 645 cm-1 zeigt (Vergleich Abbildung 8-10 a und b). Bei weiterer 
Reduzierung der Konzentration auf 2 mM konnten keine Cysteaminsignale detektiert 
werden. 




Abbildung 8-10: SERS-Spektren von Hydroxylamin-reduzierten, immobilisierten Silbernanopartikeln 
(Linker: APTES)Silbersubstraten, die mit a) 5 mM Cysteaminlösung und b) 20 mM Cysteaminlösung 
funktionalisiert wurden (λ = 785 nm, I = 4,8·104 W·cm-2, 10 s). 
 
Abbildung 8-11: Extinktionsspektren von Hydroxylamin-reduzierten, immobilisierten Silbernanopartikeln 
(Linker: APTES) vor und nach der Funktionalisierung mit Cysteamin und Glutaraldehyd. 
Es wurde deshalb untersucht, ob es möglich ist, die Substrate direkt mit Glutaraldehyd zu 
funktionalisieren. Bei Inkubation der Substrate in 3 %-iger Glutaraldehydlösung für 4 h 
wurden SERS-Spektren von Glutaraldehyd erhalten (siehe Abbildung 8-12 b). Dies deutet 
darauf hin, dass eine direkte Funktionalisierung mit Glutaraldehyd möglich ist. Das 
SERS-Spektrum von Glutaraldehyd unterscheidet sich deutlich vom Raman-Spektrum 
und weist Banden bei ~390 cm-1, ~1000 cm-1, 1078 cm-1, 1183 cm-1 und 1586 cm-1 auf 
(Vergleich Abbildung 8-12 a und b). Eine Erhöhung der Glutaraldehydkonzentration auf 
10 % und eine Verlängerung der Inkubationszeit auf 16 h lieferten die gleichen 
Ergebnisse. Basierend auf dieser Erkenntnis wurde die Funktionalisierung der Substrate 
in allen weiteren Experimenten mit 3 %-iger Glutaraldehylösung für 4 h durchgeführt. 
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Bei der direkten Funktionalisierung mit Glutaraldehyd wurde keine Abnahme der 
Extinktion im Bereich der Plasmonenbande beobachtet (grünes Spektrum in Abbildung 
8-11). 
 
Abbildung 8-12: a) Raman-Spektrum von 3 %-igem Glutaraldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer (pH = 8,2) (λ = 
785 nm, I = 4,8·105 W·cm-2, 10 x 10 s), b, c) SERS-Spektren von auf einem Hydroxylamin-reduzierten 
immobilisierten Silbernanopartikeln (Linker: APTES), die mit 3 %-iger Glutaraldehydlösung 
funktionalisiert wurden, b) vor und c) nach Umsetzung mit 10-5 M Norepinephrin für 1 h (λ = 785 nm, 
I = 4,8·104 W·cm-2, 1 s). 
Die mit 3%-igem Glutaraldehyd funktionalisierten Substrate wurden für die Messung von 
Norepinephrin eingesetzt. Nach der Inkubation der Substrate in einer 10-5 M Nor-
epinephrinlösung für 1 h kann eine zusätzliche Bande bei 1488 cm-1 beobachtet werden 
(markiert mit einem Pfeil in Abbildung 8-12 c), die dem Norepinephrin zugeordnet 
werden kann[251,253,256]. Diese Bande tritt reproduzierbar in allen gemessenen Spektren 
auf. 
Der Vergleich der SERS-Spektren von Norepinephrin auf Glutaraldehyd- funktiona-
lisierten und unfunktionalisierten Substraten (Vergleich Abbildung 8-12 c und Abbildung 
8-7) zeigt, dass die Funktionalisierung mit Glutaraldehyd zu einer selektiven Anbindung 
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phrin bis zu einer Konzentration von 10-6 M reproduzierbar zu detektieren. Leider weisen 
die Spektren bei diesen noch unphysiologischen Bedingungen von 10-6 M Norepinephrin 
ein intensives SERS-Spektrum auf, das von Glutaraldehyd herrührt. 
Auch wenn in diesem konkreten Beispiel die Funktionalisierung, aufgrund des intensiven 
SERS-Spektrums von Glutaraldehyd, die Detektion des Analytmoleküls beeinflusst, so 
zeigt es doch, dass eine Funktionalisierung zur Erhöhung der Signalstabilität und zur 
spezifischen Detektion von Analytmolekülen beitragen kann. Die Anbindung der Nano-
partikel an die Glasoberfläche durch das Aminosilan ist stabil und wird durch die 
Funktionalisierung nicht beeinflusst. 
8.3 Relative Quantifizierung von 6-Methylmercaptopurin für die Bestimmung der 
Thiopurin-S-Methyltransferaseaktivität 
Für den Einsatz von SERS in der Routineanalytik, wie sie z.B. in biomedizinischen 
Laboren durchgeführt wird, werden Substrate benötigt, die bei Bedarf einfach und repro-
duzierbar direkt im analytischen Labor hergestellt werden können. Wie in dieser Arbeit 
gezeigt werden konnte, weisen organosilan-immobilisierte Nanopartikel neben einer ein-
fachen Herstellung auch eine hohe Stabilität und Reproduzierbarkeit auf, wodurch sie 
sich prinzipiell für den Einsatz in der Routineanalytik eignen. Um die einfache Her-
stellung vollständig ausnutzen zu können, wäre es von Vorteil, wenn keine weitere 
Funktionalisierung der Oberflächen, wie sie in Abschnitt 8.2 gezeigt wurde, nötig wäre. 
Aus bisherigen Arbeiten ist bekannt, dass Thioverbindungen spezifisch an Gold- und 
Silberoberflächen binden und stabile Monolagen bilden[38,61,173,174,257]. Bei diesen Verbin-
dungen ist eine Funktionalisierung der Oberflächen nicht nötig. 
Eine medizinisch relevante Thioverbindung ist das 6-Mercaptopurin (6-MP). Es wird in 
Form von Azathioprin bei Organtransplantationen zur Verhinderung von Abstoßungs-
reaktionen, sowie für die Behandlung entzündlicher Darmerkrankungen eingesetzt. Für 
den Abbau des 6-MP im menschlichen Körper ist u.a. das Enzym Thiopurin-S-Methyl-
transferase (TPMT) verantwortlich, welches das 6-MP mit S-Adenosyl-L-methionin als 
Substrat methyliert (Abbildung 8-13). Liegt, wie bei ca. 10 % der Bevölkerung, eine 
verminderte Aktivität des Enzyms TPMT vor, so kommt es zu einer Anreicherung von 
Thioguaninnukleotiden im Körper. Dies kann zu einer Myelosuppression (Knochen-
markshemmung) und in Folge dessen zu einer Anämie (Blutarmut) führen[258]. Deshalb 
muss vor jeder Behandlung mit Azathioprin die TPMT-Aktivität bestimmt werden. 




Abbildung 8-13: Schematische Darstellung des Abbau von 6-MP durch Methylierung mit Hilfe des Enzyms 
Thiopurin-S-Methyltransferase (TPMT). 
Bisher geschieht dies über HPLC/MS-Messungen der methylierten Produkte von 
6-Mercaptopurin und 6-Thioguanin[259,260] oder über die Detektion von Mutationen im 
TPMT-Gen[261]. Diese Methoden sind sehr zeitaufwändig und kostenintensiv. Eine 
schnelle und einfache Bestimmung der TPMT-Aktivität kann über die Detektion von 
6-Methylmercaptopurin (6-MMP) mittels SERS in einer Blutprobe erfolgen, beispiels-
weise in einem Lab-on-a-Chip-Ansatz[262]. Dabei wurden Blutproben mit 6-MP versetzt 
und nach einiger Zeit in einer Durchflusszelle mit einer Silbernanopartikellösung 
gemischt. 
In Abbildung 8-14 sind SERS-Spektren von 6-MP und 6-MMP auf immobilisierten Gold- 
und Silbernanopartikeln dargestellt. Die Spektren von 6-MP und 6-MMP unterscheiden 
sich hauptsächlich durch das Intensitätsverhältnis der Banden. In den Spektren von 6-MP 
und 6-MMP, die mit den immobilisierten Silbernanopartikeln aufgenommen wurden, 
treten die größten Intensitätsänderungen für die Banden bei 434 cm-1, 612 cm-1, 691 cm-1, 
868 cm-1 und 1004 cm-1 auf (Abbildung 8-14 b). Dabei handelt es sich jeweils um 
Banden, die C-S-H-Schwingungsanteile enthalten[128]. Die Banden bei 1145 cm-1 und 
1204 cm-1 im Spektrum von 6-MP verschieben sich zu 1163 cm-1 und 1226 cm-1 im 
Spektrum von 6-MMP. Diese Banden können Schwingungen der N1-C2- und N1-C6-
Atome zugeordnet werden. Die Verschiebung der Banden zu größeren Wellenzahlen weist 
auf eine Erhöhung der Elektronendichte am N1-Atom und eine stärkere Beteiligung des 
N1-Atoms bei der Koordinierung von 6-MMP auf den Silbernanopartikeloberflächen im 
Vergleich zum 6-MP hin. Dies ist in guter Übereinstimmung mit bisherigen SERS-Unter-
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oberflächen, in denen auch eine Koordinierung des 6-MP, vorwiegend über das N1-Atom 
gefunden wurde[128,263]. 
 
Abbildung 8-14: SERS-Spektren von 6-MP- und 6-MMP-Lösung (jeweils 10-5 M) auf a) Citrat-reduzierten 
Gold- und b) Hydroxylamin-reduzierten Silbernanopartikelsubstraten (Immobilisierung mit APTES) (λ = 
785 nm, I = 4,8·104 W·cm-2, 1 s). 
Die SERS-Spektren von 6-MP und 6-MMP auf immobilisierten Goldnanopartikeln, unter-
scheiden sich von denen, die mit Silbernanopartikeln aufgenommen wurden, besonders 
im Bereich zwischen 1250 cm-1 und 1400 cm-1 (Vergleich Abbildung 8-14 a und b). 
Während in den Spektren mit Silbernanopartikeln nur eine Bande bei 1299 cm-1 auftritt, 
weisen die Spektren mit Goldnanopartikeln Banden bei 1257 cm-1, 1289 cm-1 und 
1336 cm-1 auf. Die Banden bei 1289 cm-1 bzw. 1299 cm-1 können Schwingungen der N1-
C2- und N1-C6-Atome zugeordnet werden, während die Banden bei 1257 cm-1 und 
1336 cm-1 Streckschwingungen der C2-N3- bzw. C4-N9-Atome zugeordnet werden 
können[128]. Das weist darauf hin, dass die Koordination des 6-MP auf Goldoberflächen 
über das N1-, N9- und N3-Atom stattfindet. 
Stabile Signale und eine gute Reproduzierbarkeit wurden bei einer 6-MP-Konzentration 
von 10-5 M beobachtet. Beim Vergleich von Spektren von 6-MP und 6-MMP, die mit 
jeweils fünf identisch hergestellten Gold- und Silbernanopartikelsubstraten aufgenommen 
wurden, zeigte sich, dass die Reproduzierbarkeit der Spektren in den Messungen mit 
Silbernanopartikeln größer war, als mit Goldnanopartikeln (nicht gezeigt). Deshalb 
wurden für alle folgenden Experimente Silbernanopartikelsubstrate verwendet. 















































Abbildung 8-15: Intensitätsverhältnis der Banden bei 434 cm-1 und 546 cm-1 im SERS-Spektrum 
unterschiedlicher Mischungen von 6-MP und 6-MMP in Abhängigkeit des Anteils von 6-MMP (R2: 0,97) 
auf drei identisch hergestellten Silbernanopartikelsubstraten (Hydroxylamin, Linker: APTES). Für jeden 
Messpunkt wurden 100 Spektren gemittelt und die Standardabweichung bestimmt. 
Für einen potentiellen Einsatz in der Bestimmung der Aktivität des Enzyms TPMT muss 
man über den kürzlich von März et al. vorgeschlagenen qualitativen Ansatz[262] hinaus-
gehen und das 6-MMP quantifizieren. Dies ist durch die hohe Signalstabilität und Repro-
duzierbarkeit auf den immobilisierten Nanopartikeln gegeben. Der Anteil an 6-MMP kann 
über das Bandenverhältnis der C-S-Streckschwingung bei 434 cm-1 und der Ring-
schwingung bei 546 cm-1 [128] bestimmt werden. Dieses ist für 6-MP und 6-MMP unter-
schiedlich und es besteht ein linearer Zusammenhang zwischen dem Bandenverhältnis 
und dem Anteil an 6-MMP (Abbildung 8-15). Das Bandenverhältnis wurde für drei 
identische Substrate bestimmt und zeigt eine hohe Reproduzierbarkeit. Damit ist belegt, 
dass sich 6-MMP auf immobilisierten Silbernanopartikeln über SERS verlässlich quantifi-
zieren lässt. Prinzipiell kann nun versucht werden, die Enzymreaktion auf den Ober-
flächen zu beobachten. 
Von einer normalen Enzymaktivität spricht man, wenn mehr als 20 mg 6-MP pro Gramm 
Hämoglobin und Stunde umgesetzt werden. Bei einer Umsetzung zwischen 10 und 20 mg 
liegt eine verminderte Aktivität und somit eine erniedrigte Metabolisierungsrate vor, 
während bei weniger als 10 mg keine Enzymaktivität vorliegt[264]. Anhand der Größe der 
Nanopartikel und der Anzahl der Nanopartikel pro Fläche, die mit Transmissions-
elektronenmikroskopie und Rasterkraftmikroskopie bestimmt wurden, und der, aus der 
Literatur bekannten Bedeckungsdichte für 6-MP auf einer Goldoberfläche[123] von 
5.7·10-10 mol·cm-2, kann die Masse an 6-MP auf den Substraten abgeschätzt werden. 
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Demnach befinden sich ca. 0,1 mg 6-MP auf der Silberoberfläche. In 2 ml einer lysierten 
Blutprobe befinden sich ca. 0,8 g Hämoglobin. Die Umwandlung sollte also bei normaler 
Enzymaktivität sehr schnell (ca. 25 s) ablaufen. 
Um in einem ersten Schritt zu testen, ob die Enzymreaktion auf den Substraten detektiert 
werden kann, wurde kommerziell erhältliche Thiopurin-S-methyltransferase verwendet 
und die Reaktion erst nach 24 h durch Waschen der Substrate beendet. Die anschließen-
den SERS-Messungen ergaben jedoch keine 6-MMP-Spektren. Dies deutet darauf hin, 
dass unter den Bedingungen dieses Vorversuchs keine Umwandlung von 6-MP stattge-
funden hat. Um auszuschließen, dass die Hemmung der Reaktion durch die Anbindung 
des 6-MP an die Nanopartikeloberfläche verursacht wurde, wurde das Enzym direkt zu 
einer 6-Mercaptopurinlösung gegeben und die Reaktionsmischung nach 24 h auf einem 
unfunktionalisierten Substrat gemessen. Auch in diesem Fall erfolgte keine Umwandlung 
des 6-MP. Somit kann ein Einfluss der Wechselwirkung von 6-MP mit den Nanopartikeln 
auf den Verlauf der Enzymreaktion ausgeschlossen werden. 
Ein weiterer Grund könnte sein, dass das kommerziell erhältliche Enzym nicht aktiv ist. 
Um die Aktivität des Enzyms zu testen, wurden LC-MS-Messungen durchgeführt. Vor-
versuche zeigten, dass 6-MP und 6-MMP mit dieser Methode auch in niedrigen Konzen-
trationen (~10-7 M) detektiert werden können. Im Totalionenstromchromatogramm einer 
Probe von 10-5 M 6-MP, das für 24 h mit dem Enzym umgesetzt wurde, sind vier Signale 
zu erkennen (Abbildung 8-16). Die Signale bei 2,88 Minuten und 3,62 Minuten lassen 
sich auf Verunreinigungen zurückzuführen (Abbildung 8-16 a). Das Signal bei 
5,53 Minuten kann 6-MP zugeordnet werden, wie aus dem extrahierten Ionenstrom-
chromatogramm für ein m/z von 153,1 ersichtlich ist (Abbildung 8-16 b). Das Signal bei 
12,39 Minuten entspricht einem m/z von 298 und kann 5′-Deoxy-5′-methylthioadenosin, 
einem Fragment des S-Adenosyl-L-methionin, zugeordnet werden[265]. Im extrahierten 
Ionenstromchromatogramm für ein m/z von 167,1, welches dem m/z von 6-MMP 
entspricht, sind keine Signale vorhanden (Abbildung 8-16 c). Es wurde also kein 6-MMP 
aus dem 6-MP gebildet, was auf eine Inaktivität des Enzyms hinweist. 




Abbildung 8-16: a) Totalionenstromchromatogramm einer Probe von 10-5 M 6-MP, die für 24 h mit TPMT 
und S-Adenosyl-L-methionin umgesetzt wurde, b) extrahiertes Ionenstromchromatogramm für 10-5 M 
6-MP (m/z 153,1), c) extrahiertes Ionenstromchromatogramm für 10-5 M 6-MMP (m/z 167,1). 
Leider konnte im Rahmen dieser Arbeit u.a. aus Gründen der Arbeitssicherheit nicht über 
Experimente mit einem kommerziell erhältlichen Enzym hinausgegangen werden. Wie 
jedoch von März et al.[262] demonstriert wurde, kann die TMPT-Aktivität in realen Blut-
proben von Patienten mittels SERS qualitativ nachgewiesen werden. In den hier 
durchgeführten Experimenten ist es darüber hinaus gelungen 6-MMP verlässlich mit 
SERS zu quantifizieren. Damit ist belegt, dass die in dieser Arbeit hergestellten Nano-
partikelsubstrate in realen klinischen Anwendungen einsetzbar wären. 
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9. Schlussfolgerungen und Ausblick 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass organosilan-basierte plasmonische Oberflächen 
einfach und reproduzierbar hergestellt werden können. Ihre Eigenschaften im SERS-
Experiment, bedingt durch spezifische nanoskopische und daraus folgende plasmonische 
Eigenschaften, lassen sich gezielt beeinflussen und eröffnen zukünftige, neue 
Anwendungsmöglichkeiten in der Charakterisierung und Identifizierung von molekularen 
Zusammensetzungen und Prozessen. Diese sehr allgemeine Schlussfolgerung ergibt sich 
aus verschiedenen Experimenten, deren Ergebnisse in den Kapiteln 4 bis 8 diskutiert 
worden sind. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden nanostrukturierte Oberflächen durch Immobilisierung 
verschiedener Arten von Silbernanopartikeln und Goldnanopartikeln mit Aminosilanen 
hergestellt. Insgesamt wurden bisher 14 plasmonische, nanostrukturierte Oberflächen 
generiert, die entweder aus Goldnanopartikeln, Silbernanopartikeln, oder aus 
verschiedenen Partikelarten bestanden. Grundsätzlich lässt die Vielseitigkeit der 
Kopplung über Aminosilane die Herstellung von Oberflächen vieler anderer Partikel-
kombinantionen und –anteile zu. Durch die Verbindung von Informationen aus SERS-
Experimenten und Extinktionsmessungen mit Ergebnissen aus nanoskopischen Bild-
gebungsverfahren kann erstmalig ein Zusammenhang zwischen den plasmonischen und 
den morphologischen Eigenschaften der immobilisierten Nanopartikel und dem 
Verstärkungsfaktor und insbesondere seiner mikroskopischen Homogenität erzeugt 
werden. Die plasmonischen Eigenschaften der Substrate hängen im Wesentlichen von der 
Größe, dem Material, der Dichte der Nanopartikel auf den Oberflächen und der Möglich-
keit zur Ausbildung von Aggregaten ab. Die hohen, auf mikroskopischer Ebene sehr 
homogen verteilten Verstärkungen (~106), beobachtet für Hydroxylamin-reduzierte 
Silbernanopartikel und Citrat-reduzierte Goldnanopartikel, sind vergleichbar mit denen 
anderer flächiger SERS-Substrate, wie Inselfilme und nanolithographisch hergestellter 
Strukturen[179,180,181,182], jedoch wesentlich kostengünstiger und einfacher zu erhalten. Die 
hohe Homogenität der Verstärkung auf mikroskopischer Ebene macht die auf den 
Oberflächen immobilisierten Nanopartikel zu idealen Substraten für den Einsatz als 
mikroskopische SERS-Sensoren. Eine zukünftige Kombination mit mikrofluidischen 
Strukturen und/oder weiteren Mikrostrukturierung der Oberflächen sind Anwendungen, 
die sich unmittelbar aus dieser Eigenschaft ergeben. 
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Der Einfluss von Größe, Abstand und Anordnung der Nanostrukturen auf Oberflächen auf 
die Verstärkung im SERS-Experiment wurde an Modellstrukturen, erzeugt mittels 
Elektronenstrahllithographie, systematisch untersucht. Die Experimente mit Gold-
Modellstrukturen liefern ähnliche Verstärkungsfaktoren, wie diejenigen mit organosilan-
immobilisierten Goldnanopartikeln. Theoretische Betrachtungen der lokalen Felder 
mittels FDTD-Simulationen bestätigen, dass die Anwesenheit des Organosilans die 
prinzipiell realisierbare Verstärkung nicht herabsetzt. Die aus den elektrodynamischen 
Berechnungen gewonnenen Informationen können dazu beitragen, dass SERS-Substrate 
mit immobilisierten Partikeln in Zukunft noch gezielter für den Einsatz in spezifischen 
analytischen Anwendungen optimiert werden können. 
Im Gegensatz zur technisch sehr aufwändigen und kostenintensiven Erzeugung nanolitho-
graphisch hergestellter Substrate, ist diese bei den organosilan-immobilisierten Nano-
partikelflächen sehr einfach und reproduzierbar. Für noch systematischere Betrachtungen 
anhand lithographisch hergestellter Modellstrukturen muss eine Möglichkeit gefunden 
werden, den Abstand zwischen den Strukturen definiert zu verkleinern, da, wie hier 
gezeigt, eine anschließende Bedampfung mit Gold zur Ausbildung unregelmäßiger Struk-
turen führt. Eine weitere Verringerung des Abstands im Modellsystem sollte in Zukunft 
zum Einen durch aufwändigere Masken[266] oder durch anschließendes chemisches 
Wachstum erreicht werden[267]. Beim chemischen Wachstum könnte ausgenutzt werden, 
dass die bereits vorhandenen Metallnanostrukturen die Reduktion von Goldionen 
katalysieren, sodass keine neuen Partikel gebildet werden, sondern die vorhandenen 
Strukturen wachsen. Die Dicke der aufgewachsenen Schicht kann durch die Konzen-
tration der Goldlösung und die Reduktionszeit genau eingestellt werden. Dies stellt eine 
einfache Methode dar, auch die Morphologie der immobilisierten Nanostrukturen in 
Zukunft gezielt zu verändern. 
Kenntnisse über den Beitrag der elektromagnetischen Verstärkung zum SERS ist von 
großem Interesse für die Entwicklung neuer und reproduzierbarer SERS-Substrate. Mit 
monodispersen, Citrat-stabilisierten Goldnanopartikeln verschiedener Größen und 
Kristallviolett als Analytmolekül konnten erstmals die theoretischen Arbeiten[5,16,57,140,156] 
zur Abhängigkeit des Verstärkungsfaktors von der Nanopartikelgröße in Lösung experi-
mentell bestätigt werden. 
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In Lösung wird eine Änderung des Verstärkungsfaktors für dieselbe Art von 
monodispersen Nanopartikeln in Abhängigkeit von der Analytkonzentration beobachtet. 
Wie hier gezeigt, führt die Immobilisierung von identischen, monodispersen 
Goldnanopartikeln mit Aminosilanen auf Glasoberflächen zu einer deutlichen 
Stabilisierung der Signale und eine Analyt-induzierte Aggregation, die zur Änderung des 
Verstärkungsfaktors führt, wird verhindert. Das ist Voraussetzung für die Quantifizierung 
von Analytmolekülen und macht die organosilan-immobilisierten Nanopartikel zu 
geeigneten Substraten in quantitativen Anwendungen von SERS. 
Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass das in dieser Arbeit verwendete Verfahren zur 
Immobilisierung von Nanopartikeln ein simultanes Aufbringen von Gold- und Platin-, 
sowie von Gold- und verschiedenen Arten von Silbernanopartikeln auf Oberflächen unter 
Verwendung desselben Organosilans möglich macht. Damit entstehen SERS-Substrate 
mit neuen plasmonischen Eigenschaften und neuen Funktionalitäten. 
Die Oberflächennanostruktur gemischter Gold-Silber-Substrate hängt wesentlich von der 
Art der verwendeten Nanopartikel und ihrem Mischungsverhältnis in der kolloidalen 
Lösung ab. In SERS-Experimenten mit Kristallviolett entspricht die Verstärkung je nach 
Mischungsverhältnis entweder der von reinen Gold- oder reinen Silbernanopartikeln, bei 
gleichbleibend hoher mikroskopischer Homogenität. Aufgrund unterschiedlicher 
Wechselwirkungen von Analytmolekülen mit Gold und Silber[268] ermöglichen die 
gemischten Gold-Silber-Oberflächen Untersuchungen zur Wechselwirkung von Analyt-
molekülen mit Metallnanopartikeln und könnten darüber hinaus völlig neue Möglich-
keiten für die Auftrennung komplexer Analytgemische eröffnen. 
In einer ersten Anwendung wurden hier katalytisch-aktive Platinnanopartikel mit plasmo-
nisch-aktiven Goldnanopartikeln in nanostrukturierten Oberflächen kombiniert. Diese 
besitzen sowohl plasmonische als auch katalytische Eigenschaften. Die hohe Signal-
stabilität erlaubt die Verfolgung der katalytischen Reduktion von p-Nitrothiophenol 
(PNTP) auf solchen gemischten Oberflächen mittels SERS. Der Einsatz von 
2-Naphtalenthiol (2-NT) als interner Standard macht zudem eine relative Quantifizierung 
des PNTP und die Bestimmung von Reaktionskonstanten möglich. Diese Ergebnisse 
belegen, dass solche Oberflächen in Zukunft für die online-Detektion von oberflächen-
katalysierten Reaktionen eingesetzt werden könnten, was sowohl für grundlegende 
Katalyseforschung, als auch für analytische Anwendungen Bedeutung hat. 
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Die relative Quantifizierung von PNTP kann auch zur Bestimmung der Reaktions-
konstanten verschiedener Katalysatoren in Lösung (Platinnanopartikel, Kupfer(II)-
acetylacetonat, Nickel(II)-acetylacetonat) angewendet werden. Aus den Experimenten mit 
Aminosilan-immobilisierten Goldnanopartikeln geht hervor, dass SERS im Vergleich zu 
häufig durchgeführten UV/Vis-Untersuchungen unabhängig von den optischen Eigen-
schaften der Katalysatoren ist und zum einen die strukturelle Charakterisierung von Inter-
mediaten und desweiteren die Bestimmung von Reaktionskonstanten in ein und 
demselben Experiment ermöglicht. Das macht den Ansatz für viele Katalysatoren und für 
verschiedene Fragestellungen einsetzbar. 
Neben der Charakterisierung dynamischer Prozesse, wie der Verfolgung von Reaktionen, 
können die Nanopartikeloberflächen für die Detektion molekularer Spezies eingesetzt 
werden. Dabei ist die hohe Signalstabilität, die gegenüber Nanopartikellösungen erreicht 
werden kann, von besonderem Interesse. Üblicherweise treten bei der Detektion von 
Neurotransmittern, wie z.B. Norepinephrin, mittels SERS große Signalschwankungen 
auf, bedingt durch die sehr geringe Konzentration dieser Moleküle. Durch 
Funktionalisierung der immobilisierten Nanopartikelsubstrate mit Glutaraldehyd kann 
Norepinephrin spezifisch gebunden und bis zu einer Konzentration von 10-6 M detektiert 
werden. Dieses Beispiel illustriert, wie durch gezielte Funktionalisierung der Nano-
partikeloberflächen Analytmoleküle der empfindlichen Detektion mittels SERS 
zugänglich gemacht werden können. Im Zusammenhang mit der erfolgreichen Quantifi-
zierung von 6-Methylmercaptopurin, einem Abbauprodukt von 6-Mercaptopurin im 
Körper, welches zur routineanalytischen Bestimmung der Aktivität des Enzyms Thio-
purinmethyltransferase in biomedizinischen Laboren herangezogen wird, zeigt sich, dass 
die Nanopartikelflächen prinzipiell auch im realen klinischen Umfeld einsetzbar wären. 
Durch die einfache Herstellung könnten die Oberflächen bei Bedarf direkt im 
analytischen Labor erzeugt werden. 
Die Anwendung multivariater Auswertemethoden zur Klassifizierung und Identifizierung 
komplexer Proben ist in vielen Bereichen der analytischen Chemie gefragt. Beispiele 
hierfür sind Multiplexinganalysen zur gleichzeitigen Bestimmung mehrerer Faktoren in 
einem Experiment, die Entwicklung von Methoden zur schnellen Identifizierung von 
Mikroorganismen oder Verfahren zur chemischen Bildgebung. 
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Voraussetzung für eine automatisierte Zuordnung von SERS-Spektren sind stabile und 
reproduzierbare spektrale Muster. Dass diese Voraussetzung mit organosilan-
immobilisierten Nanopartikeln erfüllt werden kann, zeigt sich in dieser Arbeit an den 
SERS-Spektren des wässrigen Extrakts von Pollenkörnern verschiedener Pflanzenarten. 
Durch die erhöhte Signalstabilität ist es möglich, Pollenarten anhand von SERS-Spektren 
mittels Clusteranalyse und Hauptkomponentenanalyse zu klassifizieren und diejenigen 
Signale zu identifizieren, auf denen die Klassifizierung beruht. Dies illustriert die 
Möglichkeit, organosilan-immobilisierte Nanopartikel in der schnellen Klassifizierung 
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